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En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el estudio de la actividad 
inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) de péptidos procedentes de las 
proteínas lácteas, obtenidos mediante procesos de hidrólisis enzimática y procesos de 
fermentación microbiana. Esta Tesis se ha estructurado en cuatro secciones. 
 
En la primera parte se ha evaluado la formación de péptidos con actividad 
inhibitoria de la ACE a partir de β-Lg ovina y caprina procedente de suero ácido y dulce, 
tras la hidrólisis con enzimas de origen digestivo y microbiano. El estudio de la actividad 
inhibitoria de la ACE en los hidrolizados obtenidos, en función tanto del tiempo de 
incubación como de la concentración proteica, y la determinación del valor del IC50 se 
realizó tras la optimización del método espectrofotométrico aplicado a tal fin. Además, se 
han aislado mediante sucesivas etapas de cromatografía de líquidos, algunos de los 
fragmentos peptídicos responsables de la actividad inhibitoria de la ACE determinada en el 
hidrolizado de la β-Lg caprina por la termolisina. La identificación y caracterización de 
dichos péptidos se ha realizado mediante distintas técnicas, como la espectrometría de 
masas, la secuenciación de aminoácidos y la síntesis química de los péptidos. Se han 
identificado dos nuevas secuencias peptídicas, LLF y LQKW, no descritas anteriormente 
en la bibliografía y que presentaron valores notables de actividad inhibitoria de la ACE. 
 
En la segunda parte de esta memoria se ha evaluado la actividad proteolítica de la 
termolisina sobre la β-Lg bovina bajo diferentes temperaturas, ya que las proteasas pueden 
actuar sobre distintas regiones, dependiendo del estado conformacional de la proteína. Se 
ha empleado la cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas para llevar a 
cabo la identificación de péptidos cuya velocidad de formación o de hidrólisis o cuya 
concentración depende de la temperatura de incubación. Así, se han identificado tres 
fragmentos que no se originan a 37ºC y sí aparecen a temperaturas de incubación iguales o 
superiores a 50ºC. De manera similar, se han identificado cinco péptidos, que si bien se 
forman por acción de la termolisina a 37ºC, la velocidad de hidrólisis se incrementa al 
aumentar la temperatura de incubación de la β-Lg bovina con dicha enzima. 
 
En la tercera y cuarta parte de esta memoria se ha iniciado el estudio de otra de las 
estrategias empleadas en la obtención de péptidos con actividad inhibitoria de la ACE a 
partir de proteínas lácteas, la fermentación microbiana. Para ello, en la tercera sección, se 
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ha llevado a cabo un estudio de la posible actividad inhibitoria de la ACE en distintos 
productos lácteos comerciales, como leches fermentadas y leches maternizadas, quesos 
frescos y mousses de quesos frescos, estudiando la relación entre dicha actividad y algunas 
características del producto, como la concentración peptídica, el grado de hidrólisis y/o el 
perfil cromatográfico. Algunos productos comerciales presentaron valores elevados de la 
relación de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al contenido de nitrógeno 
peptídico, lo que pone de manifiesto la formación de péptidos con potente actividad 
inhibitoria durante la fermentación de la leche. En concreto, a partir de uno de los 
productos lácteos fermentados y mediante cromatografía de líquidos acoplada a 
espectrometría de masas, se ha identificado el tri-péptido VPP, descrito hasta el momento 
como uno de los péptidos de mayor actividad inhibitoria de la ACE in vitro y efecto 
antihipertensivo in vivo. 
 
Además, la simulación de la digestión gastrointestinal de cuatro productos 
comerciales, dos productos lácteos fermentados y dos leches maternizadas, ha permitido 
estudiar la variación de la actividad inhibitoria de la ACE en dichos productos tras el paso 
de los mismos por el tracto digestivo. Se ha observado la persistencia o el incremento de la 
actividad inhibitoria de la ACE tras dicha simulación, lo que pone de manifiesto la 
resistencia de los péptidos bioactivos formados durante la elaboración de los productos y/o 
la formación de nuevos péptidos inhibidores de la ACE tras la acción de las enzimas 
digestivas.  
 
En la cuarta sección de esta memoria, se ha realizado un estudio preliminar para el 
desarrollo de alimentos fermentados con actividad inhibitoria de la ACE. Para ello, se la 
llevado a cabo la fermentación de leche y de un concentrado de proteínas de suero con 
distintas cepas de bacterias lácticas, evaluando el efecto de la cepa bacteriana responsable 
del proceso de fermentación y de las condiciones de dicho proceso sobre la actividad 
inhibitoria de la ACE del producto fermentado obtenido. Las muestras de leche 
fermentadas con Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus helveticus fueron las que 
presentaron mayores porcentajes de inhibición de la ACE. Aunque los resultados de esta 
parte son muy preliminares, la estrategia de fermentación podría emplearse en el desarrollo 
de nuevos alimentos funcionales encaminados a la prevención y/o tratamiento de la 
hipertensión. 
Resumen 
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In this thesis, the angiotensin converting enzyme (ACE)-inhibitory activity of 
peptides derived from milk proteins by enzymatic hydrolysis and fermentative processes 
was studied. This memory is estructured in four sections.  
 
The first section describes the results concerning the ACE-inhibitory activity of 
peptides obtained from ovine and caprine β-Lg by hydrolysis with digestive and microbial 
enzymes. Caprine and ovine β-Lg was purified from sweet and acid whey. The effect of 
the incubation time and the protein concentration on the ACE-inhibitory activity 
(expressed as IC50) of the hydrolysates was followed by a spectrophotometric method 
optimised for this purpose. Several ACE-inhibitory peptides were isolated and 
characterised in a hydrolysate of caprine β-Lg digested with thermolysin through 
successive stages of liquid chromatography. Identification and characterisation of these 
peptides was performed through different techniques, such as mass spectrometry, amino 
acid sequencing, and chemical synthesis of peptides. Two new peptides, LLF and LQKW, 
with potent ACE-inhibitory activity were identified. These sequences had not been 
previously described in the literature as ACE-inhibitors.  
 
Because proteases are able to hydrolyse different zones depending on the 
conformational state of the protein, in the second section, proteolytic activity of 
thermolysin on β-Lg under different incubation temperatures was evaluated. Liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry was used for peptide identification. Three 
fragments, which were not found after incubation at 37ºC, were identified at incubation 
temperatures equal or higher than 50ºC. In a similar way, five peptides, which were 
produced by the action of thermolysin at 37ºC, were more rapidly formed when the 
incubation temperature of the bovine β-Lg with thermolysin increased. 
 
In the third and fourth sections, the microbial fermentation was evaluated as an 
alternative strategy to obtain ACE-inhibitory activity peptides derived from milk proteins. 
In the third section, a screening of the ACE-inhibitory activity in different commercial 
milk products, such as, fermented milks, infant formulas, fresh cheeses and mousses was 
performed. The relation between the ACE-inhibitory activity and some characteristics of 
the products, such as, peptidic concentration, hydrolysis degree, and the chromatographic 
pattern was studied. Some commercial products showed high ratio values of ACE-
Resumen 
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inhibitory activity with regard to peptidic nitrogen content, demonstrating the formation of 
peptides with potent inhibitory activity during milk fermentation. Specifically, the tri-
peptide VPP was identified in one of the fermented dairy products by using liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry. This peptide had previously been described 
as one of the most potent ACE-inhibitory peptides in vitro and has been proved to exhibit 
antihypertensive effect peptide in vivo. 
 
Additionally, the simulation of the gastrointestinal digestion of four commercial 
products, two fermented dairy products, and two infant formulas, has allowed the study of 
the ACE-inhibitory activity in these products after going through the digestive tract. It has 
been observed that the ACE-inhibitory activity remained or increased after such 
simulation. These results show that the active peptides formed during fermentation resisted 
digestive enzymatic action or new active fragments can be formed during gastrointestinal 
digestion. 
 
In the fourth section, a preliminary study for developing fermented foods having 
ACE-inhibitory activity was carried out. With this aim, milk and a whey protein 
concentrate was fermented with different acid lactic bacteria strains and the effect of strain 
and the fermentation conditions on ACE-inhibitory activity of the fermented product was 
evaluated. The fermented milks with Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus 
helveticus were those that presented higher ACE-inhibitory percentages. Although the 
results of this section are very preliminary, the fermentation strategy could be used in the 
development of new functional foods aimed to hypertension prevention and/or treatment. 
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Recientemente, el interés, tanto de la comunidad científica como de la industria 
alimentaria se ha centrado en el estudio del papel de los componentes nutritivos y no 
nutritivos del alimento en la prevención de ciertas enfermedades crónicas, de carácter 
degenerativo, como las enfermedades cardiovasculares y el cáncer, entre otras. Este interés 
ha conducido al nacimiento de los llamados “alimentos funcionales”, capaces de ejercer 
efectos beneficiosos sobre el organismo, adicionales al efecto meramente nutritivo. 
  
El empleo de los péptidos bioactivos como ingredientes de los alimentos 
funcionales ha atraído la atención de los investigadores, debido a la variedad de 
propiedades biológicas atribuidas a dichos péptidos. Estos péptidos bioactivos, inactivos en 
el interior de la secuencia de la proteína precursora, pueden liberarse por hidrólisis 
enzimática in vitro o in vivo o por procesos fermentativos. Debido a la relación 
causa/efecto existente entre la hipertensión, junto a sus complicaciones cardíacas, 
cerebrales y renales, y la mortalidad en los países desarrollados, en los últimos años, los 
estudios se han centrado en la búsqueda de péptidos con actividad inhibitoria de la enzima 
convertidora de angiotensina (ACE) y en el consecuente empleo de dichos péptidos como 
ingredientes de alimentos funcionales encaminados a la prevención y tratamiento de la 
hipertensión. 
 
Las proteínas lácteas se han convertido en una de las fuentes principales de 
péptidos con actividad antihipertensiva. Los estudios llevados a cabo hasta la actualidad 
han permitido la obtención de péptidos derivados de las proteínas lácteas de origen bovino, 
especialmente procedentes de las caseínas, proteínas mayoritarias de la leche. Sin embargo, 
no se han estudiado en profundidad los péptidos con actividad inhibitoria de la ACE 
procedentes de las proteínas de origen ovino y caprino. En los países mediterráneos, el 
queso se elabora fundamentalmente con leche de oveja y de cabra, lo que supone un 
excedente de producción de suero de quesería de estas especies. Las proteínas 
constituyentes del suero de quesería pueden ser una fuente adicional de péptidos con 
actividad inhibitoria de la ACE in vitro y efecto antihipertensivo in vivo, por lo que la 
identificación de dichos péptidos permitiría el aprovechamiento de este subproducto de la 
industria alimentaria, incrementando simultáneamente su valor funcional.  
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Además, la aplicación de tratamientos térmicos simultáneamente con los procesos 
de hidrólisis enzimática, podría suponer la aparición de secuencias peptídicas con nuevas o 
más potentes actividades biológicas, ya que altas temperaturas pueden alterar la 
conformación de la proteína precursora, permitiendo a las enzimas el acceso a regiones 
inaccesibles en condiciones nativas y la consecuente liberación de nuevos péptidos. 
 
Por lo tanto, el objetivo global de la tesis ha sido identificar y caracterizar los 
péptidos con capacidad inhibitoria de la ACE, procedentes de proteínas lácteas mediante 
procesos de hidrólisis enzimática y procesos fermentativos. Se seleccionaron las 
condiciones óptimas de ambos tipos de procesos, estudiando el efecto de los distintos 
factores que influyen en los mismos. 
  
Para conseguir el objetivo propuesto, se llevó a cabo el siguiente plan de trabajo: 
 
• Aislamiento y caracterización de péptidos inhibidores de la ACE procedentes de 
la β-Lg ovina y caprina tras la hidrólisis con enzimas de origen digestivo y 
microbiano. 
• Aislamiento y caracterización de péptidos derivados de la β-Lg bovina en 
condiciones desnaturalizantes. 
• Estudio de la actividad inhibitoria de la ACE en distintos productos lácteos 
comerciales. Evaluación de dicha actividad inhibitoria tras los procesos de 
simulación de la digestión gastrointestinal. Aislamiento y caracterización de 
péptidos responsables de la actividad inhibitoria de la ACE de los productos 
lácteos comerciales. 
• Estudio de la influencia de la cepa bacteriana y de las condiciones del proceso 
de fermentación en la actividad inhibitoria de la ACE, tanto en leche como en 
un concentrado de proteínas de suero fermentados en el laboratorio con distintas 
cepas de bacterias lácticas. 
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1.1.     COMPOSICIÓN PROTEICA DE LA LECHE 
 
La leche está compuesta principalmente por agua, carbohidratos, lípidos y 
proteínas, así como por otros constituyentes minoritarios como las enzimas, vitaminas y 
sales minerales. Las proteínas se encuentran en una proporción de 30-35 g/L, 
constituyendo la fracción más compleja de la leche. Existen dos tipos de proteínas lácteas, 
las caseínas, que representan el 80% y las proteínas de suero. Estos dos tipos de proteínas 
se separan por precipitación isoeléctrica, acidificando la leche cruda de vaca y de oveja a 
20ºC hasta pH 4,6 (Whitney, 1988).  
 
La concentración proteica total, así como la concentración y la secuencia 
aminoacídica de cada una de las proteínas lácteas dependen de la especie. El porcentaje de 
homología entre las proteínas de vaca/oveja o de vaca/cabra es del 95% y asciende hasta el 
98% entre las proteínas de cabra y oveja. Además, dentro de cada especie existen 
diferencias en función de factores genéticos, fisiológicos y nutricionales (Storry y col., 
1983).  
 
1.1.1.     Proteínas de suero 
 
Como proteínas de suero o proteínas solubles se engloba un conjunto de proteínas 
que permanecen en la fase líquida tras la precipitación de las caseínas a pH 4,6 y 20ºC 
(Whitney, 1988). Algunos péptidos de bajo peso molecular procedentes de la hidrólisis de 
las caseínas, al ser solubles al pH y la temperatura citados también se incluyen en este 
grupo de proteínas.  
 
Las proteínas séricas mayoritarias son la β-lactoglobulina (β-Lg), α-lactoalbúmina 
(α-La), seroalbúmina (BSA) e inmunoglobulinas (Ig) (Fox y Flynn, 1994). La 
concentración de estas proteínas difiere de unas especies a otras, siendo mayor en la leche 
de oveja (Law, 1995) y similar en la leche de vaca y de cabra. Las proteínas minoritarias 
incluyen la lactoferrina (Lf) y distintas enzimas, como la plasmina y la lactoperoxidasa 
(Walstra y Jenness, 1984).  
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1.1.1.1.     β-lactoglobulina (β-Lg) 
 
Es la proteína mayoritaria en el suero de la leche de los rumiantes. Representa 
alrededor del 60% del total de las proteínas de suero de leche de vaca (Law y col., 1993), 
variando la concentración entre 2,3 y 4,9 g/L. En leche de cabra la concentración se 
encuentra entre 1,8 y 2,8 g/L y en leche de oveja varía esta cantidad entre 2,7 y 5,0 g/L 
(Storry y col., 1983). Sin embargo, esta proteína no está presente en la leche humana y de 
roedores.  
 
La β-Lg bovina consiste en una cadena de 162 aminoácidos, de peso molecular 
aproximado de 18000 Da. Contiene cinco Cys, cuatro de las cuales están implicadas en la 
formación de puentes disulfuro (Cys66-160 y Cys106-119) y una (Cys121) aparece como grupo 
tiol libre (Godovac-Zimmermann y Braunitzer, 1987). En la Figura 1 se muestra la 
secuencia primaria de la β-Lg bovina, ovina y caprina. La β-Lg bovina y ovina presentan 
cinco y cuatro variantes genéticas, respectivamente, siendo las variantes A y B las 
mayoritarias en ambas especies (Ng-Kwai-Hang y Grosclaude, 1992). Sin embargo, la β-
Lg caprina presenta una única variante genética.  
 
La estructura secundaria de esta proteína incluye una estructura en forma de α-hélice 
en un 15%, que se estabiliza por la formación de enlaces hidrofóbicos entre los residuos no 
polares y las Lys, una estructura de lámina β en un 50% y una forma reversa en un 15-20% 
(Creamer y col., 1983). La β-Lg presenta estructura globular, con una distribución más o 
menos uniforme de las secuencias polares y no polares. Debido a esta estructura, se 
producen interacciones intramoleculares que provocan la formación de puentes disulfuro, 
quedando las zonas hidrofóbicas hacia el interior y el exterior aparece con un marcado 
carácter hidrófilo. A un valor de pH entre 5 y 7, la β-Lg se encuentra como dímero, 
formado por la unión no covalente de dos monómeros (Pérez y Calvo, 1995). Si el pH es 
inferior a 3,5 o superior a 7,5, se disocia en monómeros, debido a repulsiones 
electrostáticas entre sus unidades (Towned y col., 1960), mientras que a pH entre 3,5 y 5,2 
la β-Lg forma reversiblemente tetrámeros y octámeros (Wong y col., 1996). 
 
 
β-LG BOVINA B      L   IVTQTMKGLDIQKVAGTW   Y20 SLAMAASDISLLDAQSAPLR40 VYVEELKPTPEG D LEILLQK60
  
 
β-LG OVINA A       I   IVTQTMKGLDIQKVAGTW   Y20 SLAMAASDISLLDAQSAPLR40    VYVEELKPTPEG  N   LEILLQK60 
β-LG OVINA B       I   IVTQTMKGLDIQKVAGTW   H20 SLAMAASDISLLDAQSAPLR40    VYVEELKPTPEG  N   LEILLQK60 
 
β-LG CAPRINA        I   IVTQTMKGLDIQKVAGTW   Y20 SLAMAASDISLLDAQSAPLR40    VYVEELKPTPEG  N   LEILLQK60 
 
               
        (G)                                 (A) 
β-LG BOVINA B      WENDECAQKKIIAEKTKIPA80VFKIDALNENKVLVLDTDYK100KYLLFCMENSAEPEQSL  V   CQ120
   
 
β-LG OVINA A      WENDECAQKKIIAEKTKIPA80VFKIDALNENKVLVLDTDYK100KYLLFCMENSAEPEQSL      A         CQ120 
β-LG OVINA B      WENDECAQKKIIAEKTKIPA80VFKIDALNENKVLVLDTDYK100KYLLFCMENSAEPEQSL      A         CQ120 
 
β-LG CAPRINA      WENDECAQKKIIAEKTKIPA80VFKIDALNENKVLVLDTDYK100KYLLFCMENSAEPEQSL      A         CQ120 
 
 
 
β-LG BOVINA B      CLVRTPEVD   D     EALEKFDKAL140 KALPMHIRL   S   FNPTQLE   E    QC160   H    I162 
  
β-LG OVINA A      CLVRTPEVD   N     EALEKFDKAL140 KALPMHIRL   A   FNPTQLE   G   QC160    H   V162 
β-LG OVINA B      CLVRTPEVD   N     EALEKFDKAL140 KALPMHIRL   A   FNPTQLE   G   QC160   H   V162 
 
β-LG CAPRINA      CLVRTPEVD   K     EALEKFDKAL140 KALPMHIRL   A   FNPTQLE   G   QC160   H   V162 
 
 
Figura 1. Secuencias de aminoácidos de la β-Lg B bovina, β-Lg A y B ovina  y β-Lg caprina. Las diferencias entre las variantes A y B de 
la β-Lg bovina están marcadas  en color azul. En rojo se indican los aminoácidos distintos en la proteína de las tres especies 
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La ausencia de fosfato, el bajo contenido en Pro y la presencia de Cys, cistina y Met, 
hacen que la β-Lg sea poco estable frente a agentes desnaturalizantes, como el calor, los 
álcalis, los compuestos orgánicos y los metales pesados. La acción de la temperatura sobre 
esta proteína provoca la disociación del dímero a monómero, la posterior desnaturalización 
del monómero con la exposición de los grupos sulfhidrilo y la formación de agregados 
(Caligant y col., 1991). Este proceso será o no reversible en función de la intensidad y la 
duración del tratamiento (Burton, 1984). Además, la desnaturalización provoca la 
exposición de grupos activos, ocultos en la estructura nativa, que pueden reaccionar entre 
sí o con grupos activos de otros compuestos (Sawyer, 1968; Chaplin y Lyster, 1986). 
 
1.1.1.2.     α-lactoalbúmina (α-La) 
 
La α-La representa el 25% de las proteínas del suero. En leche de vaca, la 
concentración varía entre 0,8 y 1,2 g/L, entre 0,6 y 1,1 g/L en leche de cabra y entre 1,2 y 
2,6 en leche de oveja (Storry y col., 1983).  
 
La α-La bovina es una proteína globular de peso molecular aproximado de 14400 
Da. Está constituida por 123 aminoácidos y cuatro enlaces disulfuro, sin ningún grupo tiol 
libre. Presenta tres variantes genéticas A, B y C, siendo la variante B la más común (Bell y 
col., 1981; Eigel y col., 1984). 
 
La α-La presenta una configuración estable a valores de pH entre 5,4 y 9. Presenta 
mayor resistencia al calor que la β-Lg, debida en parte a que la desnaturalización es 
reversible si la temperatura es inferior a los 75ºC (Law y col., 1994). Se ha comprobado 
que liga fuertemente dos átomos de calcio y que la eliminación de este catión del medio 
provoca un cambio conformacional de la proteína (Hiraoka y col., 1980; Permyakov y col., 
1981; Murakami y col., 1982) y el incremento de la sensibilidad a agentes 
desnaturalizantes, como el calor o los productos químicos. 
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1.1.1.3.     Seroalbúmina (BSA) 
 
La BSA se encuentra en el suero en una concentración aproximada de 0,3 g/L. 
Consiste en una cadena de 582 aminoácidos, de peso molecular aproximado de 66200 Da 
(Spencer y King, 1971; Reed y col., 1980). Contiene 17 puentes disulfuro y un grupo tiol 
libre (Riera y col., 1996). Se han encontrado estructuras como monómero y como dímero, 
pero polimerizaciones de mayor grado no parecen comunes (Janatova y col., 1968).  
 
Es una proteína de baja estabilidad térmica, por lo que se desnaturaliza fácilmente. 
Tiene tendencia a unirse a otras moléculas, principalmente a ácidos grasos (Peters, 1995), 
lo que le sirve de protección frente al ataque enzimático y a la desnaturalización térmica 
(Riera y col., 1996). 
 
1.1.1.4.     Inmunoglobulinas (Ig) 
 
Hay cinco clases o isotipos de inmunoglobulinas, Ig G, Ig M, Ig A, Ig D e Ig E, de 
las cuales la Ig G es la mayoritaria, representando el 80% del total de las Ig presentes en la 
leche. La concentración de esta Ig es de 0,6 g/L en el suero y diez veces mayor en el 
calostro. Su actividad como anticuerpos favorece la transferencia de inmunidad pasiva al 
neonato (Larson y col., 1980). Todas las Ig presentan una estructura similar, compuesta por 
cuatro subunidades de peso molecular próximo a los 160000 Da y unidas por puentes 
disulfuro (Galley, 1973; Butler, 1974). 
 
1.1.1.5.     Lactoferrina (Lf) 
 
Es una glicoproteína presente en la mayoría de los fluidos biológicos de los 
mamíferos, incluyendo la leche, la saliva y las secreciones mucosas. Contiene 689 
aminoácidos, con un peso molecular próximo a los 80000 Da. La molécula presenta 16 
puentes disulfuro que forman dos lóbulos homólogos (Ribadeau-Dumas, 1993). 
 
Fija el hierro, por lo que puede desempeñar un importante papel en el control de la 
absorción de este mineral y en la selección de la flora intestinal del neonato (Sánchez y 
col., 1992). Además, actua en el sistema de defensa del organismo frente a las infecciones 
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bacterianas, debido a la formación de un complejo de la enzima con el tiocianato y el 
peróxido de hidrógeno (Wolfson y Summer, 1993). 
 
1.1.2.     Caseínas 
 
Como caseínas se incluye un grupo de proteínas que permanecen insolubles a pH 
4,6 y 20ºC (Whitney, 1988). Representan el 80% de las proteínas en leche de vaca y oveja 
y el 72% en leche de cabra.  
 
Bajo la denominación de caseínas se incluyen cuatro tipos de cadenas 
polipeptídicas, αs1-caseína (αs1-CN), αs2-caseína (αs2-CN), β-caseína (β-CN) y κ-caseína 
(κ-CN). Las secuencias de sus estructuras primarias son complejas y muy diferentes a las 
de otras proteínas, debido al alto contenido de Pro y a las regiones ácidas que incluyen los 
residuos de fosfoserina (Creamer y MacGibbon, 1996). La conformación secundaria de las 
caseínas está poco organizada (α-hélice y lámina β-plegada de longitudes cortas), similar a 
la estructura de las proteínas globulares desnaturalizadas (Walstra y Jenness, 1987). 
Debido a su diferente distribución de las cargas y a su hidrofobicidad, las caseínas se unen 
entre sí formando unas unidades o agregados coloidales denominados micelas, compuestos 
por un 92% de proteína y un 8% de sales inorgánicas, principalmente fosfato cálcico. 
 
Las distintas variantes genéticas conocidas de la αs1-CN se diferencian en el grado 
de fosforilación, comprendido entre 8 y 9 y en la sustitución de hasta 7 aminoácidos de los 
199 que componen su estructura primaria. Se pueden distinguir tres zonas claramente 
hidrofóbicas, f(1-44), f(90-113) y f(132-199) y un dominio de alta polaridad situado en el 
segmento f(41-80), en el que se encuentra la mayor parte de la carga de la proteína 
(Swaisgood, 1992; Wong y col., 1996). 
 
La αs2-CN, compuesta por 207 aminoácidos, es la proteína más hidrofílica del 
grupo de las caseínas. Puede tener entre 10 y 13 grupos fosfato distribuidos a lo largo de su 
cadena. Es una proteína caracterizada por tener diferentes dominios con altas cargas netas, 
lo que le hace fuertemente sensible a la acción del calcio y de otros cationes. 
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La β-CN, compuesta por 209 aminoácidos, tiene entre 4 y 5 residuos de fosfoserina 
situados en el extremo N-terminal y presenta un fuerte carácter hidrofóbico en la mitad del 
extremo C-terminal f(136-209). Esta separación de la molécula en dos dominios de 
diferente hidrofobicidad hacen que esta proteína sea altamente anfipática (Swaisgood, 
1992). 
 
La κ-CN es la proteína más diferente dentro del grupo de las caseínas, presentando 
Cys en su estructura primaria (Creamer y MacGibbon, 1996). Tiene 169 aminoácidos y 
hasta 5 cadenas glicosídicas unidas a los residuos de Tre o Ser. Se dividen dos dominios 
claramente diferenciados, el segmento N-terminal hidrofóbico y con carga neta positiva y 
el extremo C-terminal, de alto carácter hidrofílico. En su estado nativo se encuentra como 
polímero debido a la formación de puentes disulfuro entre los grupos sulfhidrilo.  
 
Durante la elaboración del queso, la acción hidrolítica de las enzimas presentes en 
el cuajo sobre el enlace Phe105-Met106 de la κ-CN, localizada en la superficie de las 
micelas, da lugar a la para-κ-CN, fragmento f(1-105), que queda retenida en la cuajada con 
el resto de las caseínas y el caseinomacropéptido (CMP), fragmento f(106-169), que 
permanece en el suero. La ruptura de la κ-CN provoca la desestabilización de las micelas y 
la consecuente coagulación de la leche. 
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1.2.     ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LOS PÉPTIDOS LÁCTEOS 
 
Además del valor nutricional, determinado por la composición y adecuada 
digestibilidad de los aminoácidos constituyentes (Schlimme y Meisel, 1995), las proteínas 
lácteas poseen distintas propiedades biológicas. En estudios recientes se ha descrito el 
papel fisiológico de las proteínas lácteas como fuente de “péptidos bioactivos o 
funcionales”. Estos péptidos se definen como secuencias de aminoácidos inactivas en el 
interior de la proteína precursora, pero que ejercen determinadas actividades biológicas tras 
su liberación mediante hidrólisis química o enzimática. Generalmente, son péptidos de 
pequeño tamaño, de 3 a 20 aminoácidos, liberados durante el procesado industrial de los 
alimentos o bien, durante la digestión gastrointestinal (Meisel y col., 1989). 
 
Las actividades descritas hasta la actualidad para estos péptidos son diversas, e 
incluyen la actividad opiácea, inmunomodulante, antimicrobiana, antitrombótica, quelante 
de minerales y antihipertensiva, entre otras. 
 
1.2.1.     Actividad opiácea 
 
 El estudio de la actividad opiácea en un hidrolizado de proteínas lácteas dio lugar al 
nacimiento del concepto de “exorfina”, o péptido opiáceo de origen dietético, en 
contraposición al de “endorfina” o péptido endógeno (Fazel, 1998). 
  
Como agonistas opiáceos se incluyen los derivados de las caseínas, como las β-
casomorfinas, fragmentos incluidos en la zona f(60-70) de la β-CN y ligandos de los 
receptores µ (Teschemacher y Brantl, 1994) y las exorfinas, fragmentos procedentes de la 
αs1-CN (Loukas y col., 1983) y ligandos de los receptores δ. La α-lactorfina, que 
corresponde al fragmento f(50-53), la β-lactorfina, fragmento f(102-105) y la serorfina, 
fragmento f(399-404), son agonistas de los receptores opiáceos µ, derivados de la α-La, la 
β-Lg y la BSA, respectivamente (Chiba y Yoshikawa, 1986; Antila y col., 1991; Tani y 
col., 1994). 
  
La característica estructural común entre los agonistas opiáceos endógenos y 
exógenos es la presencia de Tyr en el extremo amino terminal (excepto los derivados de la 
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α-CN). La carga negativa localizada en el grupo fenólico de la Tyr se ha descrito como 
esencial para la actividad opiácea, ya que la eliminación de este aminoácido provoca la 
pérdida de actividad del péptido (Chang y col., 1981). La presencia de otro aminoácido 
aromático, Phe o Tyr en la tercera o cuarta posición favorece la fijación del péptido al 
receptor opiáceo (Meisel, 1998). Además, la Pro en la segunda posición es crucial para la 
actividad biológica ya que mantiene la orientación de las cadenas de los aminoácidos Tyr y 
Phe (Mierke y col., 1990). 
 
Tras ser ingeridos en el alimento o tras liberarse durante la digestión 
gastrointestinal, las β-casomorfinas pueden ejercer los efectos a nivel local, que sólo se han  
descrito en animales adultos. Así, se ha estudiado la reducción del grado de vaciamiento 
gástrico y de la motilidad intestinal en ratas (Daniel y col., 1993) y el efecto antisecretorio 
en el íleon de conejo (Tomé y col., 1987). Además, se ha observado el efecto modulatorio 
de los niveles de insulina y somatostatina en perros (Schusdziarra y col., 1983a y b) y la 
regulación del transporte intestinal de aminoácidos (Brandsch y col., 1994). En humanos 
adultos se han detectado fragmentos opiáceos en el contenido intestinal tras la ingestión de 
leche de vaca (Svedberg y col., 1985), no detectándose en el suero sanguíneo. La 
confirmación en el hombre de los efectos detectados en los animales de experimentación 
abriría un nuevo campo de aplicación de estos péptidos opiáceos en la prevención y el 
tratamiento de desórdenes intestinales. 
 
Por el contrario y debido a la inmadurez y consecuente mayor permeabilidad de la 
barrera intestinal de los neonatos a los péptidos y proteínas, los fragmentos opiáceos se 
absorben y alcanzan la circulación sistémica, actuando sobre los receptores del sistema 
nervioso central. Se han encontrado β-casomorfinas en el plasma de terneros recién 
nacidos (Umbach y col., 1985). Las β-casomorfinas, administradas en animales de 
experimentación por vía intravenosa producen sedación, analgesia y modulación del 
comportamiento social (Teschemacher, 1987; Paroli, 1988). Actualmente, se buscan 
secuencias derivadas de las caseínas con alta potencia analgésica, escasos efectos 
colaterales y adecuadas características farmacocinéticas para su aplicación en humanos. 
 
Los péptidos antagonistas opiáceos suprimen la actividad agonista de las 
encefalinas, produciendo el mismo efecto que la naloxona (Fiat y col., 1993). Este grupo 
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de péptidos incluye las casoxinas, procedentes de la κ-CN y de la αs1-CN (Chiba y col., 
1989; Yoshikawa y Chiba, 1990), ligandos de los receptores µ con baja actividad 
comparada con la de la naloxona y las lactoferroxinas, derivados de la lactoferrina, que 
actúan como ligandos de los receptores µ con moderada actividad (Yoshikawa y col., 
1988). 
 
1.2.2.     Actividad antitrombótica 
 
Secuencias peptídicas de la κ-CN, denominadas casoplatelinas son similares a la 
cadena γ del fibrinógeno (Caen y col., 1992). Se ha comprobado in vitro que los péptidos 
derivados del extremo carboxilo terminal de la κ-CN bovina y fundamentalmente el 
fragmento f(106-116) son inhibidores de la agregación plaquetaria y de la unión de la 
cadena γ del fibrinógeno humano al receptor específico de la membrana de las plaquetas 
(Jollès y col., 1986). La característica estructural similar entre la cadena γ del fibrinógeno y 
las casoplatelinas, responsable de la competencia en el proceso de agregación de las 
plaquetas, es la homología en la secuencia de los aminoácidos Ile, Lys y Asp en las 
posiciones 108, 112 y 115, respectivamente (Fiat y col., 1989). 
 
La actividad antitrombótica ejercida por el fragmento Lys-Arg-Asp-Ser, derivado 
de la lactoferrina, se debe a otro mecanismo de acción, ya que inhibe, de manera dosis-
dependiente, la agregación plaquetaria inducida por ADP, debido a la homología con el 
fragmento f(572-575) de la cadena α del fibrinógeno (Mazoyer y col., 1990). Se ha 
comprobado in vivo que este fragmento inhibe la formación de trombos en la arteria 
coronaria de perros (Shebuski y col., 1989) y prolonga el tiempo de sangrado en la arteria 
mesentérica del hámster (Cook y col., 1988). Además, se ha descrito el efecto 
antitrombótico de este péptido sobre la trombosis inducida por láser en rata y cerdo 
(Drouet y col., 1990). 
 
Se han encontrado secuencias peptídicas en el plasma de recién nacidos 
alimentados con leche materna o con fórmulas infantiles elaboradas con leche de vaca, en 
concentración suficiente para ejercer el efecto antitrombótico in vivo, lo que demuestra su 
liberación a partir de las proteínas lácteas durante el proceso de digestión gastrointestinal 
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(Chabance y col., 1995). Estudios más recientes han demostrado la presencia de péptidos 
antitrombóticos en el estómago, duodeno y posteriormente en la sangre de adultos que 
habían ingerido leche o yogur (Chabance y col., 1998), lo que demuestra la capacidad de 
las bacterias lácticas de hidrolizar las proteínas lácteas y formar péptidos bioactivos 
durante el proceso de fermentación, así como la capacidad del tracto gastrointestinal de 
absorber cadenas peptídicas. 
 
1.2.3.     Actividad inmunomodulante 
 
Los péptidos responsables de esta actividad son fragmentos derivados de la αs1-CN 
(Meisel y col., 1989), de la β-CN (Parker y col., 1984), de la κ-CN y de la α-La (Kayser y 
Meisel, 1996).  
 
El mecanismo de acción de estos péptidos no es conocido, aunque la hipótesis más 
aceptada describe la unión a los receptores opiáceos situados en la membrana de los 
linfocitos, lo que influye en su capacidad inmunoreactiva. Se ha identificado el aminoácido 
Arg de los extremos amino o carboxilo terminal como la zona reconocida por los 
receptores específicos de la membrana de los linfocitos y los macrófagos (Pagelow y 
Werner, 1986).  
 
Se ha visto que el péptido Tyr-Gly, que corresponde a los fragmentos f(18-19) y 
f(50-51) de la α-La y al fragmento f(38-39) de la κ-CN y el péptido Tyr-Gly-Gly, que 
corresponde al fragmento f(18-20) de la α-La, modulan la producción de linfoquinas in 
vitro (Kayser y Meisel, 1996), por lo que se están empleando en la inmunoterapia de la 
infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (SIDA), ya que reducen 
notablemente el progreso hacia la fase clínicamente relevante de la enfermedad (Hadden, 
1991). La isracidina, fragmento f(1-23) de la αs1-CN, permite el desarrollo de inmunidad a 
largo plazo frente a la reinfección por Staphylococcus aureus (Fazel, 1998). Además, las β-
casomorfinas y las exorfinas pueden actuar como inmunomodulantes debido a su afinidad 
por los receptores opiáceos presentes en las células T y en los leucocitos fagocíticos 
humanos (Migliore-Samour y col., 1989).  
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Los efectos de estos péptidos se han comprobado tras la administración intravenosa 
de los mismos, pero no existen en la actualidad estudios concluyentes sobre los efectos 
inmunomodulantes ejercidos tras su ingestión. 
 
1.2.4.     Actividad antimicrobiana 
 
La inhibición in vitro del crecimiento de cepas patógenas tiene lugar por la acción 
de fragmentos de las caseínas y de la lactoferrina. El efecto antimicrobiano de los péptidos 
derivados de las proteínas lácteas parece estar relacionado con la carga neta positiva de 
estos péptidos. Un gran porcentaje de los aminoácidos constituyentes son básicos y entre 
ellos forman un bucle en forma de α-hélice en el extremo carboxilo terminal (Kang y col., 
1996), que provoca la formación de canales iónicos en la membrana de los 
microorganismos (Agawa y col., 1991), alterando su permeabilidad y provocando la 
muerte celular (Bellamy y col., 1992).  
 
El fragmento f(1-23) de la αs1-CN o isracidina, obtenido tras la hidrólisis por la 
quimosina, ejerce in vivo actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y 
Candida albicans, a concentraciones comparables con la de antibióticos conocidos (Lahov 
y Regelson, 1996). Además, se han descrito con actividad antimicrobiana distintos 
fragmentos derivados de la αs2-CN, como la casocidina-I o fragmento f(165-203), que 
inhibe el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus carnosus (Zucht y col., 1995). 
Las secuencias peptídicas f(164-179) y f(183-207), aisladas a partir de un hidrolizado de la 
αs2-CN con pepsina, provocan efectos antibacterianos frente a Bacillus cereus y 
Escherichia coli (Recio y Visser, 1999a). Los fragmentos derivados de la β-CN humana 
ejercen efectos protectores frente a Klebsiella pneumoniae en ratón (Migliore-Samour y 
col., 1989). La lactoferricina, fragmento f(17-41), aislada de un hidrolizado con pepsina de 
la lactoferrina, presenta propiedades bacterianas in vitro frente a microorganismos Gram 
positivos y Gram negativos, incluidos Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Listeria, Proteus, 
Pseudomonas, Salmonella, Streptococcus y levaduras, como Candida (Bellamy y col., 
1993; Recio y Visser, 1999b). El menor tamaño de este péptido con respecto al de la 
lactoferrina favorece el acceso a las zonas de acción de la superficie microbiana. 
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Los efectos in vivo de estos péptidos se han demostrado tras su administración por 
vía intravenosa. Sin embargo, no existen estudios de la influencia del proceso de digestión 
gastrointestinal sobre la actividad antimicrobiana de estos péptidos. 
 
1.2.5.     Actividad quelante de metales 
 
Los caseinofosfopéptidos son fragmentos derivados de la αs1-CN, αs2-CN y β-CN. 
La mayoría de estos péptidos contienen una secuencia con tres grupos de fosfoserina 
seguida de dos glutámicos. Las cadenas laterales negativas, en particular las de los grupos 
fosfato son las responsables de la unión de los minerales, especialmente del calcio (Sato y 
col., 1986). Además, las secuencias próximas a los grupos fosforilados determinan las 
diferencias en la actividad quelante del calcio de los distintos caseinofosfopéptidos 
(Schlimme y Meisel, 1995). 
 
Estos péptidos ejercen efectos en la absorción del calcio y de otros elementos traza 
en el intestino, además de inhibir la caries mediante la recalcificación dental (Reynolds, 
1987). Estos péptidos podrían emplearse como suplementos dietéticos y preparaciones 
farmacéuticas en el tratamiento de alteraciones dentales o para mejorar la mala absorción 
mineral (Brule y col., 1982). 
 
1.2.6.     Actividad antihipertensiva 
 
La hipertensión arterial es un proceso multifactorial, por lo que los péptidos con 
actividad antihipertensiva pueden actuar de formas muy diversas, siendo la inhibición de la 
enzima convertidora de angiotensina (ACE) el mecanismo de acción más estudiado. 
Dentro del reino animal, la actividad inhibitoria de la ACE se ha determinado en 
hidrolizados de gelatina bovina (Kim y col., 2001), de músculo de sardina (Matsufuji y 
col., 1994; Osajima y col., 1994), de bonito (Matsumura y col., 1993) o de atún (Kohama y 
col., 1988 y 1991) y en hidrolizados de músculo de gallina (Fujita y col., 2000). A partir de 
proteínas aisladas y purificadas, como la α- y γ-zeína, se ha determinado la actividad 
inhibitoria de la ACE mediante procesos de síntesis (Maruyama y col., 1989a) y procesos 
hidrolíticos (Miyoshi y col., 1991; Yano y col., 1996). Pero dentro del reino animal, las 
proteínas más estudiadas como fuente de péptidos inhibidores de la ACE son las proteínas 
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lácteas, principalmente caseínas, tanto bovinas (Maruyama y Suzuki, 1982; Maruyama y 
col., 1987a) como humanas (Kohmura y col., 1989). Recientemente, se ha iniciado el 
estudio de las proteínas de suero como fuente de péptidos con actividad inhibitoria de la 
ACE (Mullally y col., 1997a y b; Pihlanto-Leppälä y col., 2000). Posteriormente se 
detallará este mecanismo de acción y se describirán los péptidos lácteos descritos hasta la 
actualidad con esta actividad (apartado 1.3.).  
 
Otra de las enzimas involucradas en la regulación de la presión arterial es la enzima 
convertidora de endotelina (ECE). Cataliza la formación de endotelina-1 a partir de su 
precursor (Yanagisawa y col., 1988). La endotelina-1 es un potente vasoconstrictor, lo que 
favorece el incremento de la presión arterial. Por lo tanto, la inhibición de la ECE produce 
un efecto antihipertensivo. Sólo se han descrito péptidos inhibidores de esta enzima a partir 
de un hidrolizado digestivo del bonito (Okitsu y col., 1995), pero el alto contenido y 
variedad de proteínas presentes en la leche podría abrir un nuevo campo de estudio 
encaminado a la identificación de péptidos lácteos con esta actividad. 
 
La acción de péptidos, como la α-lactorfina, fragmento f(50-53) de la α-La, sobre 
los receptores opiáceos, provocan el descenso de la presión arterial tras la administración 
por vía subcutánea (Nurminen y col., 2000). 
 
1.2.7.     Otras actividades biológicas 
 
En estudios recientes se ha descrito la actividad antioxidante ejercida por la leche 
humana (VanderJagt y col., 2001). Además, mediante ensayos in vitro se ha comprobado 
esta actividad tanto en las caseínas, capaces de quelar el hierro e inhibir la peroxidación 
lipídica (Cervato y col., 1999) como en las proteínas de suero (Tong y col., 2000). Sin 
embargo, son necesarios nuevos estudios que confirmen la acción antioxidante de las 
proteínas lácteas en animales de experimentación y en humanos (Gill y col., 1996). 
También se han identificado fragmentos trípticos de la β-CN humana con actividad 
estimulante de la síntesis del ADN (Azuma y col., 1989). 
 
La acción estabilizadora del sistema inmunitario y moduladora del intercambio de 
proteínas y de glucógeno ejercida por el péptido glutamina, así como las funciones 
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inhibitoria del depósito de grasa y alterante del metabolismo ejercida por el péptido FM 
han sido descritas por Steijns (1996). 
  
Otras actividades biológicas de interés en la aplicación dietética y farmacéutica 
incluyen la inhibición de la secreción ácida de gastrina y de la motilidad gastrointestinal 
(Fiat y col., 1993), así como la inducción de la producción de colecistoquinina en ratas, 
hormona relacionada con la saciedad, ejercida por el CMP (Beucher y col., 1994). Estudios 
preliminares han demostrado este mismo efecto en el hombre (Corring y col., 1997).  
 
La atriopeptina es un péptido presente de forma natural en la leche que actúa como 
un fuerte diurético, natriurético y vasorelajante, además de jugar un papel importante en la 
adaptación del neonato a la vida extrauterina (Jezova y col., 1996). 
  
Estudios más recientes se centran en la búsqueda de péptidos con actividad 
antitumoral, anticancerígena y antivírica, fundamentalmente frente al virus del SIDA 
(Smacchi y Gobbetti, 2000). 
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1.3.     PÉPTIDOS LÁCTEOS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ENZIMA 
CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA (ACE) 
 
1.3.1.   Actividad de la ACE. Relación estructura/actividad de los péptidos 
inhibidores de la ACE 
 
La ACE (EC 3.4.15.1) actúa en el sistema renina-angiotensina, hidrolizando la 
angiotensina-I, decapéptido inactivo, de secuencia DNVYIHPFHL, producido por la 
acción de la renina. La hidrólisis conduce a la liberación de la angiotensina-II y el 
dipéptido C-terminal Hys-Leu (Skeggs y col., 1956). La angiotensina-II es un compuesto 
de elevada potencia vasoconstrictora. Su acción provoca la contracción rápida de las 
arteriolas, y por tanto, el incremento de la presión arterial. Además, estimula la secreción 
de aldosterona por las glándulas suprarrenales, hormona que induce la retención de sodio y 
agua y la excreción de potasio. La acumulación de agua provoca el incremento del 
volumen extracelular (Tirelli y col., 1997), el consecuente aumento de la presión arterial y 
la neutralización de la producción de renina. La ACE actúa simultáneamente en el sistema 
quinina-calicreína, catalizando la degradación de las bradiquininas (Ërdos, 1975; Soffer, 
1976), compuestos de potente acción vasodilatadora. Esta acción favorece el incremento de 
la presión arterial (Figura 2).  
 
Se ha demostrado que la inhibición de la ACE provoca el descenso de la presión 
arterial en el hombre y en animales (Laffan y col., 1978). Se han identificado varios 
péptidos endógenos que actúan como inhibidores y sustratos competitivos de la ACE, 
como las encefalinas, las bradiquininas y la sustancia P. Como primeros inhibidores 
exógenos se estudiaron los extractos del veneno de la serpiente Bothrops jararaca. Estos 
extractos presentan un doble efecto. Potencian la actividad de la bradiquinina (Ferreira, 
1965) e inhiben la ACE, tanto in vitro (Bakhle, 1968) como in vivo (Ng-Kwai-Hang y 
Vane, 1970). A partir de estos extractos se han aislado distintos péptidos (Ferreira y col., 
1970; Ondetti y col., 1971). Actualmente, un derivado sintético, el Captopril (D-3-
mercapto-2-metilpropanoil-1-prolina; IC50 = 0,006 µM), obtenido tras el estudio del 
modelo hipotético del sitio activo de la enzima, es el fármaco más empleado en el control 
de la hipertensión (Unger y col., 1981; Wyvratt y Patchett, 1985).  
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Figura 2. Sistemas renina-angiotensina y quinina-calicreína. Acción de la enzima 
convertidora de angiotensina (ACE) 
 
La unión de los péptidos a la ACE está influida por la secuencia tripeptídica C-
terminal de los mismos, que puede interaccionar con tres regiones del centro activo de la 
ACE (Ondetti y Cushman, 1982). Así, los aminoácidos de carácter hidrofóbico, como Trp, 
Tyr, Phe o Pro favorecen la unión a estas zonas. El péptido con secuencia C-terminal Phe-
Ala-Pro, análogo al encontrado en el inhibidor presente en el extracto del veneno de 
serpiente es uno de los más favorables para unirse al centro catalítico. La carga positiva del 
grupo guanidino o del grupo ε-amino de la Arg o Lys, respectivamente, contribuyen a la 
potencia inhibidora (Cheung y col., 1980). La presencia de aminoácidos dicarboxílicos en 
la secuencia peptídica o de Pro como penúltimo aminoácido disminuye o anula la actividad 
inhibitoria de la ACE (Erdös, 1976; Cushman y col., 1977). El extremo N-terminal 
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también influye en la actividad, y así, la presencia de Val o de Ile en esta posición 
incrementa la actividad inhibitoria de la ACE en el péptido. 
 
1.3.2.   Péptidos lácteos inhibidores de la ACE obtenidos mediante hidrólisis 
enzimática 
 
Para conseguir la liberación de péptidos bioactivos a partir de las proteínas lácteas, 
se ha llevado a cabo su hidrólisis empleando gran número de enzimas, de origen animal, 
como la pepsina, tripsina y quimotripsina, de origen vegetal, como la papaína y la 
bromelaína y de origen microbiano, como la proteinasa K o la termolisina. Se han 
optimizado las condiciones de temperatura, presión, pH, estructura química del sustrato,... 
etc., con el objetivo de modificar la resistencia de las proteínas a la enzima, inducir nuevos 
sitios de ruptura, proteger otras zonas y obtener nuevas fracciones bioactivas (Briand y 
col., 1994). 
 
Los procesos enzimáticos se prefieren a los métodos químicos debido al menor 
riesgo de reacciones colaterales y a su capacidad para tener lugar en condiciones 
fisiológicas, no desnaturalizantes (Otte y col., 1997). Además, las enzimas proteolíticas son 
el mejor instrumento para analizar la secuencia de la proteína, así como para aislar y 
caracterizar los diferentes péptidos derivados de la misma. 
 
Las enzimas se clasifican en función de su centro activo, del mecanismo de acción 
y de su estructura tridimensional. Las peptidasas o exopeptidasas (EC 3.4.11 a 3.4.17) 
hidrolizan los aminoácidos o dipéptidos de los extremos amino y carboxilo terminales. Las 
proteinasas o endopeptidasas (EC 3.4.21 a 3.4.24) hidrolizan los enlaces peptídicos 
internos de la proteína. 
 
1.3.2.1.     Hidrólisis con enzimas digestivas 
 
El aislamiento y la caracterización de péptidos bioactivos se ha realizado 
fundamentalmente a partir de digeridos in vitro de proteínas lácteas (Brantl y col., 1979; 
Loukas y col., 1983; Maruyama y col., 1985; Fiat y Jollès, 1989; Meisel y col., 1991). Para 
ello, se han empleado las enzimas responsables de la digestión gastrointestinal, como la 
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pepsina del estómago y la tripsina y quimotripsina pancreáticas, simulando las condiciones 
fisiológicas del organismo en la liberación de péptidos con actividad biológica. 
Actualmente, se está llevando a cabo in vivo el aislamiento y la caracterización de péptidos 
inhibidores de la ACE a partir del quimo gastrointestinal (Meisel, 1986; Meisel y Frister, 
1988).  
 
En la Tabla 1 se muestran los péptidos inhibidores de la ACE obtenidos a partir de 
las caseínas y de las proteínas de suero por hidrólisis con enzimas digestivas. La estructura 
abierta y flexible de las caseínas les hace muy susceptibles a la hidrólisis, lo que permite la 
liberación de un gran número y variedad de péptidos (Yamamoto y Takano, 1999). Sin 
embargo, la susceptibilidad o la resistencia de las seroproteínas depende de la enzima y de 
las condiciones de hidrólisis. 
 
La tripsina (EC 3.4.21.4) es una enzima pancreática liberada al intestino, donde 
hidroliza los enlaces peptídicos en los cuales el grupo carbonilo es cedido por la Lys o la 
Arg (Lehninger, 1991). Es la enzima más empleada para la hidrólisis de las caseínas, 
encaminada a la formación de péptidos inhibidores de la ACE (Maruyama y col., 1985, 
1987a y b). Las casoquininas engloban un conjunto de péptidos liberados tras la acción de 
la tripsina sobre la αs1-CN y la β-CN (Ariyoshi, 1993). Son los fragmentos f(23-27) (αs1-
casoquinina-5), f(23-34) (αs1-casoquinina-10), f(28-34) (αs1-casoquinina-7), f(91-92) (αs1-
casoquinina-2), f(194-199) (αs1-casoquinina-6), f(177-183) (β-casoquinina-7) y f(193-202) 
(β-casoquinina-10) (Tabla 1). 
 
La tripsina hidroliza lentamente la α-La y actúa de manera ligeramente más rápida 
sobre la β-Lg (Otte y col., 1997). Sin embargo, se han aislado y caracterizado péptidos 
inhibidores de la ACE a partir de hidrolizados trípticos de estas proteínas (Chiba y 
Yoshikawa, 1986; Pihlanto-Leppälä y col., 2000). Esto puede ser debido a que bajos 
grados de hidrólisis permiten obtener hidrolizados de alta actividad. Mullally y col., 
(1997b) han descrito como determinante en la formación de péptidos bioactivos, la 
especificidad de las enzimas en mayor medida que el grado de hidrólisis.  
 
La pepsina (EC 3.4.23.1), enzima gástrica, rompe los enlaces peptídicos X-Y, en 
los que X es un aminoácido hidrofóbico (Phe o Leu) y ambos aminoácidos no pueden ser 
Tabla 1.  Péptidos inhibidores de la ACE obtenidos por hidrólisis con enzimas digestivas de proteínas lácteas bovinas y humanas 
 
Enzima Péptido Secuencia IC50 (µM) Referencia 
Tripsina αs1-CN f(23-34) FFVAPFPGVFGK 77 Maruyama y Suzuki, (1982) 
Tripsina αs1-CN f(28-34) FPGVFGK n.d. Ariyoshi, (1993) 
Tripsina αs1-CN f(91-92) YL n.d. Ariyoshi, (1993) 
Tripsina αs1-CN f(194-199) TTMPLW 16 Maruyama y col. (1987a) 
Tripsina αs1-CN f(198-199) LW 50 Maruyama y col. (1987a) 
Tripsina αs1-CNh f(8-11) YPER 132,5 Kim y col. (1999) 
Tripsina αs1-CNh f(136-143) YYPQIMQY 24,8 Kim y col. (1999) 
Tripsina αs1-CNh f(164-170) NNVMLQW 41 Kim y col. (1999) 
Tripsina β-CN f(177-183) AVPYPQR 15 Maruyama y col. (1985) 
Tripsina β-CN f(60-66) YPFPGPI n.d. Kayser y Meisel, (1996) 
Tripsina β-CN f(177-183) AVPYPQR 15 Maruyama y col. (1985) 
Tripsina β-CN f(193-202) YQQPVLGPVR 300 Meisel y Schlimme, (1994) 
Tripsina κ-CN f(25-34) YIPIQYVLSR 720 Yoshikawa y Chiba, (1992) 
Tripsina β-Lg f(22-25) LAMA 1062 Pihlanto-Leppälä y col. (2000) 
Tripsina β-Lg f(32-40) LDAQSAPLR 635 Pihlanto-Leppälä y col. (2000) 
Tripsina β-Lg f(81-83) VFK 1029 Pihlanto-Leppälä y col. (2000) 
Tripsina β-Lg f(102-105) YLLF 172 Chiba y Yoshikawa, (1986) 
Tripsina β-Lg f(142-148) ALPMHIR 42,6 Mullally y col. (1997a) 
Tripsina α-La f(99-108) VGINYWLAHK 327 Pihlanto-Leppälä y col. (2000) 
Tripsina α-La f(104-108) WLAHK 77 Pihlanto-Leppälä y col. (2000) 
Tripsina BSA f(208-216) ALKAWSVAR n.d. Yoshikawa y Chiba, (1992) 
Tripsina y peptidasa αs1-CN f(23-27) FFVAP 6 Maruyama y col. (1985) 
Tripsina y peptidasa αs1-CN f(197-199) PLW 18 Maruyama y col. (1987a) 
 
n.d.: dato no descrito   h: proteína humana 
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Val, Ala o Gly. La β-Lg bovina contiene muchos enlaces teóricamente susceptibles a la 
pepsina. Sin embargo, es resistente a la acción de dicha enzima (Reddy y col., 1988), 
debido a la estructura compacta de la proteína que oculta los aminoácidos hidrofóbicos 
susceptibles a la hidrólisis (Papiz y col., 1986; Brownlow y col., 1997).  Se ha detectado 
mediante estudios in vivo la presencia de esta proteína intacta en el estómago (Yvon y col., 
1984). La desnaturalización térmica parcial de la β-Lg supone la aparición de enlaces 
susceptibles a la pepsina. Por el contrario, la α-La es sensible a la acción de la pepsina 
(Schmidt y van Marwijk, 1993), pero se requieren tiempos superiores a las tres horas para 
que se produzca la liberación de péptidos inhibidores de la ACE (Pihlanto-Leppälä y col., 
2000). Sin embargo, hasta la actualidad no se han aislado secuencias peptídicas con esta 
actividad derivados de la acción de la pepsina sobre las proteínas lácteas. 
 
La quimotripsina (EC 3.4.21.1) es otra enzima pancreática, que a nivel del intestino 
delgado hidroliza los enlaces peptídicos de las proteínas alimentarias, en los que el grupo 
carbonilo es aportado por un aminoácido aromático. Hidroliza rápidamente la α-La, 
liberando un péptido de gran tamaño que se hidroliza de forma más gradual a otros 
fragmentos más pequeños. La β-Lg se hidroliza más lentamente, incrementándose el grado 
de hidrólisis en gran medida al incubar la reacción a mayor temperatura (Schmidt y Poll, 
1991). 
 
La combinación de las tres enzimas digestivas, pepsina, tripsina y quimotripsina ha 
permitido la liberación de péptidos de pequeño tamaño y con actividad inhibitoria de la 
ACE (Pihlanto-Leppälä y col., 2000). Otros péptidos, como el fragmento f(142-148) de la 
β-Lg, obtenido tras la acción de la tripsina no se hidroliza tras la incubación sucesiva con 
pepsina y quimotripsina. Su pequeño tamaño le hace inaccesible a estas enzimas, por lo 
que podría atravesar la barrera gastrointestinal y ejercer efectos sistémicos sobre la ACE 
(Mullally y col., 1997b). De manera análoga, los péptidos liberados a partir de las caseínas 
durante la digestión pueden absorberse a través de la barrera intestinal y ejercer efectos 
sistémicos. Así, Sekiya y col., (1992) han descrito la capacidad de un hidrolizado tríptico 
de caseínas para provocar el descenso de la tensión arterial en humanos hipertensos, tras su 
administración por vía oral. 
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1.3.2.2.     Hidrólisis con enzimas microbianas 
 
Las enzimas microbianas han sido incorporadas de manera satisfactoria en la 
obtención de péptidos bioactivos. Así, el empleo de las enzimas procedentes de bacterias 
lácticas, como Lactobacillus helveticus, ha permitido la obtención de péptidos inhibidores 
de la ACE derivados de las caseínas. En la Tabla 2 se muestran los péptidos aislados a 
partir de hidrolizados de caseínas con enzimas microbianas, descritos como inhibidores de 
la ACE. Yamamoto y col., (1994) han empleado para la hidrólisis de las caseínas, una 
proteinasa asociada a la pared celular de la bacteria ácido-láctica Lactobacillus helveticus 
CP790. Esta enzima es capaz de hidrolizar la αs1-CN, αs2-CN y la β-CN. Hidroliza 
inicialmente los enlaces localizados en la región hidrofóbica C-terminal de la β-CN, 
aunque se ha visto que también es capaz de hidrolizar los enlaces situados en la zona N-
terminal hidrofílica de la αs1-CN y de la β-CN (Zevaco y Gripon, 1988). Sin embargo, la κ-
CN no es susceptible a la acción de dicha enzima. Los péptidos liberados, generalmente, 
son de gran tamaño y baja actividad inhibitoria de la ACE. Sólo el fragmento f(43-69) de 
la β-CN es muy activo, con un valor de IC50 de 4 µM (Yamamoto y col., 1994).  
 
La hidrólisis de las proteínas de suero se ha llevado a cabo con enzimas 
microbianas de distinto origen, fundamentalmente la proteinasa K y la termolisina. Los 
hidrolizados obtenidos tras la acción de estas enzimas sobre concentrados de proteínas de 
suero presentan porcentajes de inhibición de la ACE superiores al 95% (Saito y col., 1997). 
La proteinasa K (EC 3.4.21.14), procedente del Tritirachium album, rompe los enlaces X-
Y, en los que Y es un aminoácido aromático o hidrofóbico. Hidroliza rápidamente la α-La 
y la β-Lg (Schmidt y Poll, 1991). Abubakar y col., (1998) han aislado, a partir del 
hidrolizado de un suero de quesería con proteinasa K el péptido IPA, correspondiente al 
fragmento f(78-80) de la β-Lg, que presentó un valor de IC50 de 141 µM.  
 
La termolisina (EC 3.4.24.2), que procede de la bacteria Bacillus 
thermoproteolyticus, rompe los enlaces X-Y, en los que X es Leu, Phe, Ile, Val, Met o Ala 
e Y no debe ser Pro. Hidroliza lentamente las dos proteínas de suero mayoritarias. Sin 
embargo, se ha descrito la liberación de péptidos de pequeño tamaño en los primeros 
Tabla 2. Péptidos inhibidores de la ACE obtenidos por hidrólisis de las caseínas bovinas con la proteinasa de Lactobacillus helveticus CP790 
 
 
Péptido Secuencia IC50 (µM) Referencia 
αs1-CN f(104-109) YKVPQL 22 Maeno y col. (1996) 
αs1-CN f(1-6) RPKHPI >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(1-9) RPKHPIKHQ >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(24-30) FVAPFPQV >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(143-148) AYFYPE 106 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(155-168) QLDAYPSGAWYYVP >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(158-161) AYPS >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(162-169) GAWYYVPL >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(170-199) GTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 346 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(187-193) GSENSEK >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs1-CN f(187-190) GSEN >1000 Yamamoto y col. (1994) 
αs2-CN f(198-202) TKVIP 400 Maeno y col. (1996) 
αs2-CN f(189-192) AMKPW 580 Maeno y col. (1996) 
αs2-CN f(190-197) MKPWIQPK 300 Maeno y col. (1996) 
αs2-CN f(143-147) AYFYP >1000 Maeno y col. (1996) 
αs2-CN f(189-197) AMKPWIQPK 600 Maeno y col. (1996) 
β-CN f(43-69)  DELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNS 4 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(70-97)  LPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSK 144 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(113-127)  KYPVQPFTESQSLTL 93 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(123-127)  QSLTL >1000 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(158-175)  PPQSVLSLSQSKVLPVPE 25 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(161-175)  SKVLPVPE 39 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(176-182)  KAVPYPQ >1000 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(177-182)  AVPYPQ >1000 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(183-190)  RDMPIQAF 209 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(191-209)  LLYQQPVLGPVRGPFPIIV 21 Yamamoto y col. (1994) 
β-CN f(193-209)  YQQPVLGPVRGPFPIIV 101 Yamamoto y col. (1994) 
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veinte minutos de incubación de estas seroproteínas con dicha enzima (Schmidt y Poll., 
1991).  
 
1.3.3.   Péptidos lácteos inhibidores de la ACE obtenidos mediante procesos 
fermentativos 
 
La fermentación natural o controlada se ha explotado desde hace miles de años para 
preservar distintos alimentos y mantener o alterar sus propiedades nutritivas y/o 
sensoriales. Los lactobacilos y las bifidobacterias se han convertido en los probióticos más 
comúnmente empleados en la elaboración de distintos productos lácteos fermentados, 
como el yogur y el queso. Estas bacterias poseen un gran número de enzimas proteolíticas 
capaces de hidrolizar las proteínas lácteas liberando péptidos y aminoácidos, que le sirven 
como fuente de nitrógeno, esencial para su crecimiento. Además, estos péptidos liberados 
durante el proceso de fermentación pueden ejercer distintas actividades biológicas que 
podrían contribuir a las propiedades beneficiosas atribuidas a los productos lácteos 
fermentados y a las propias bacterias lácticas (Sanders, 1993; Lee y Salminen, 1995).  
 
Algunos de los péptidos liberados tras la acción de los microorganismos durante la 
fermentación de la leche, pueden ejercer actividad inhibitoria de la ACE, por lo que los 
productos fermentados podrían ser empleados en la prevención y tratamiento de la 
hipertensión. Sin embargo, los resultados de los estudios difieren de unos autores a otros. 
Esto puede ser debido a determinados factores que pueden influir de manera importante en 
el desarrollo de la actividad. Los péptidos procedentes de los procesos fermentativos 
difieren en función de las propiedades cuali- y cuantitativas de las proteínas lácteas de las 
distintas especies (Fazel, 1998). Además, la acción de los fermentos es decisiva, por lo que 
las características del producto final dependerán de la especie y cepa del cultivo iniciador 
empleada en el proceso de fermentación  (Yamamoto, 1997; Matar y col., 1997).  
 
Tanto las bacterias ácido-lácticas empleadas como cultivo iniciador, como la 
microflora endógena de la leche poseen un sistema proteolítico constituido por proteinasas 
unidas a la pared celular y peptidasas intracelulares (Kunji y col., 1996). Durante el 
procesado y el almacenamiento de los productos fermentados, las proteinasas son capaces 
de hidrolizar las proteínas del alimento a fermentar y generar oligopéptidos (Harwalkar y 
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McMahon, 1993). Los di-, tri- y oligopéptidos de pequeño tamaño pueden ser 
transportados, mediante sistemas de transporte específicos de la bacteria, hasta el interior 
de la célula, donde las peptidasas de la membrana plasmática los hidrolizan formándose 
péptidos de menor tamaño y aminoácidos libres. Además, los péptidos de mayor tamaño 
que no pueden ser transportados al interior de la célula también pueden ser fuente de 
péptidos bioactivos tras su degradación por la peptidasas intracelulares liberadas durante la 
lisis celular (Thomas y Pritchard, 1987; Poolman y col., 1995; Law y Haandrikman, 1997). 
Los péptidos originados contribuyen, por tanto, al cambio en las propiedades reológicas, 
sensoriales y biológicas del producto fermentado (Korhonen y col., 1998).  
 
Sin embargo, Meisel y Bockelmann, (1999) han manifestado que, durante la 
elaboración de leches fermentadas y debido a la breve duración del proceso y a la 
especificidad de las enzimas peptidásicas, es poco probable la liberación de péptidos 
bioactivos. La actividad proteolítica de las bacterias lácticas es baja y sólo provoca la 
hidrólisis del 1-2% de las proteínas de la leche durante el proceso de elaboración del yogur 
(Perdignon y col., 1991). Sin embargo, otros autores han descrito la capacidad de las 
proteinasas de las bacterias lácticas para hidrolizar más del 40% de los enlaces peptídicos 
de las caseínas (Juillard y col., 1995; Kunji y col., 1996; Mierau y col., 1997), generándose 
un gran número de péptidos, que podrían ser degradados por el sistema peptidásico y 
liberar péptidos bioactivos. La discrepancia entre los distintos autores puede ser debida a la 
dependencia del grado de proteolisis en función de las especies y cepas de 
microorganismos empleadas en cada estudio (Marshall y Tamine, 1997), así como de las 
condiciones del proceso de fermentación. 
 
1.3.3.1.     Péptidos inhibidores de la ACE en leches fermentadas 
 
En la Tabla 3 se muestran las secuencias peptídicas descritas como inhibidoras de 
la ACE, formadas tras la acción de diferentes cepas de bacterias lácticas sobre las caseínas. 
Las cepas de Lactobacillus helveticus poseen mayor actividad proteolítica sobre las 
proteínas lácteas que otras cepas de bacterias lácticas, por lo que el contenido peptídico de 
la leche fermentada por esta bacteria es mayor (Yamamoto y col., 1994). A partir de esta 
leche fermentada, Yamamoto y col., (1999) han aislado el péptido de secuencia YP, que 
 
 
Tabla 3. Péptidos inhibidores de la ACE obtenidos por procesos fermentativos a partir de αs1-CN, β-CN y κ-CN 
 
 
Fragmento Secuencia IC50 (µM) Bacterias lácticas Referencia 
αs1-CN f(146-147) 
β-CN f(114-115) 
κ-CN f(58-59) 
YP 720 Lactobacillus helveticus CPN4 Yamamoto y col. (1999) 
β-CN f(177-183) AVPYPQR 15 Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (Lb.  GG) Rokka y col. (1997) 
β-CN f(193-202) YQEPVLGPVR n.d. Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (Lb.  GG) Rokka y col. (1997) 
β-CN f(84-86)  VPP 9 Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae Nakamura y col. (1995) 
β-CN f(74-76) 
κ-CN f(108-110) 
IPP 5 Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae Nakamura y col. (1995) 
β-CN f(6-14) LNVPGEIVE 290.7 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus SS1 Gobbetti y col. (2000) 
β-CN f(73-82) NIPPLTQTPV 179.8 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus SS1 Gobbetti y col. (2000) 
β-CN f(47-52) DKIHPF 193.9 Lactococcus lactis subsp. cremoris FT4 Gobbetti y col. (2000) 
κ-CN f(152-160) VIGSPPEINK > 1000 Lactococcus lactis subsp. cremoris FT4 Gobbetti y col. (2000) 
 
n.d.: dato no descrito 
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puede proceder de la αs1-CN, la β-CN y/o la κ-CN. Su actividad inhibitoria de la ACE es 
baja (IC50= 720 µM). Se han aislado otros péptidos inhibidores de la ACE formados a 
partir de β-CN y κ-CN durante la fermentación de la leche con otras bacterias lácticas, 
como Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (Lactobacillus GG) (Rokka y col., 1997), 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactococcus lactis subsp. cremoris (Gobbetti 
y col., 2000). 
 
Actualmente, en el aislamiento y la caracterización de péptidos inhibidores de la 
ACE se están empleando algunas cepas de levaduras, capaces de hidrolizar las proteínas 
lácteas. Así, la combinación de Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae ha 
permitido la obtención de una bebida fermentada, con capacidad para prolongar la vida en 
animales de experimentación e inhibir tumores inducidos en ratas F344 (Arai y col., 1980; 
Takano y col., 1985). Además, se ha observado su capacidad inhibitoria de la ACE. A 
partir de esta leche fermentada se han aislado dos tri-péptidos, de secuencia VPP, 
fragmento f(84-86) de la β-CN e IPP, fragmentos f(74-76) y f(108-110) de la β-CN y la κ-
CN, respectivamente (Nakamura y col., 1995). Los valores de IC50 son muy bajos, de 9 
µM para el péptido VPP y de 5 µM para el péptido IPP. Estos dos fragmentos no se 
obtienen por la hidrólisis de las caseínas con la proteinasa aislada de Lactobacillus 
helveticus, lo que demuestra la acción de las peptidasas intracelulares durante la 
fermentación (Yamamoto y Takano, 1999).  
 
En algunos casos y debido al corto tiempo del proceso de fermentación, ha sido 
necesario llevar a cabo la hidrólisis de la leche o del suero con enzimas digestivas o 
microbianas previa a la fermentación. Así, Saito y col., (1997) no han observado cambios 
en la actividad inhibitoria de la ACE tras el proceso de fermentación de un suero de 
quesería con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus con 
respecto a la actividad del suero hidrolizado con proteinasa K. Esta enzima se está 
empleando en la producción de una bebida fermentada obtenida a partir de suero de 
quesería. Sin embargo, en el suero hidrolizado con pepsina, tripsina y termolisina, la 
fermentación con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus 
thermophilus, produjo disminución de la actividad. Este descenso puede ser debido al 
consumo parcial por los microorganismos de los péptidos bioactivos como fuente de 
nitrógeno, tras la hidrólisis de los mismos por las peptidasas bacterianas.  
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Por el contrario, el proceso de fermentación previo a la hidrólisis supone un 
incremento de la actividad. Así, Rokka y col., (1997) han descrito altos valores de 
actividad inhibitoria de la ACE en una leche fermentada con Lactobacillus GG y 
posteriormente hidrolizada con tripsina y pepsina. Incluso, se han aislado péptidos con 
actividad inhibitoria de la ACE procedentes de la α-La y de la β-Lg a partir de un suero 
fermentado e hidrolizado con una combinación de pepsina y tripsina (Pihlanto-Leppälä y 
col., 1998). 
 
1.3.3.2.     Péptidos inhibidores de la ACE en quesos 
 
Se han descrito péptidos con distintas actividades biológicas liberados durante el 
proceso de elaboración del queso, como las casomorfinas inmunoreactivas con actividad 
agonista opiácea e inmunomodulante (Hamel y col., 1985) y los fosfopéptidos con 
actividad anticariogénica (Addeo y col., 1992; Roudot-Algaron y col., 1994). Además, se 
han encontrado varios péptidos con actividad inhibitoria de la ACE formados durante el 
proceso proteolítico que tiene lugar durante la maduración del queso.  
 
En la Tabla 4 se muestran los péptidos descritos como inhibidores de la ACE y 
presentes en distintos tipos de quesos. La especie de la leche de partida, el tipo de cultivo 
iniciador y las condiciones del proceso de maduración pueden influir en la actividad 
inhibitoria de la ACE del producto final. Okamoto y col., (1995) han comprobado la 
actividad inhibitoria de la ACE en quesos maduros como el Camembert, quesos azules y el 
Cheddar rojo, mientras que en quesos frescos con bajo nivel de proteolisis, como el queso 
Cottage no encontraron dicha actividad. Este hecho fue confirmado por Meisel y col., 
(1997) que, al determinar el porcentaje de inhibición de los extractos solubles en agua y de 
los extractos ultrafiltrados menores de 1000 Da de distintos quesos, encontraron 
porcentajes próximos al 70% en quesos madurados e inferiores al 13 y al 27% en queso 
fresco y queso Quarg, respectivamente. 
 
La proteolisis que tiene lugar durante el proceso de maduración del queso es el 
proceso responsable del incremento de la actividad inhibitoria de la ACE hasta un cierto 
nivel, a partir del cual comienza a disminuir dicha actividad. Así, la actividad inhibitoria de 
la ACE en el queso Gouda de 24 meses de maduración fue del 34,6%, mientras que en el 
Tabla 4. Péptidos inhibidores de la ACE obtenidos a partir de diferentes quesos 
 
Queso IACE (%) Péptido Secuencia IC50 (mg/ml) Referencia 
Azul 49.9   n.d. 
0.27 
Saito y col. (2000)  
Okamoto y col. (1995) 
Camembert 69.1 
37.0 
  n.d. 
n.d. 
0.16 
Saito y col. (2000) 
Meisel y col. (1997) 
Okamoto y col. (1995) 
Cottage N.D.   N.D. Okamoto y col. (1995) 
Crescenza n.d. β-CN f(58-72) LVTPFPGPIHNSLPQ n.d. Smacchi y Gobbetti, (1998) 
Cheddar 70.1 
n.d. 
n.d. 
 
β-CN f(58-72) 
β-CN f(43-52) 
 
LVTPFPGPIHNSLPQ 
DELQDKIHPF 
n.d. 
n.d. 
n.d. 
Meisel y col. (1997) 
Stepaniak y col. (1995) 
Jiang y col. (1998) 
Red Cheddar    0.16 Okamoto y col. (1995) 
Edam 56.2 
55.9 
  n.d. 
n.d. 
Saito y col. (2000) 
Meisel y col. (1997) 
Emmental 48.8 
59.6 
  n.d. 
n.d. 
Saito y col. (2000) 
Meisel y col. (1997) 
Feta n.d. β-CN f(60-68)  YPFPGPIPN n.d. Saito y col. (2000) 
Gouda reciente 51.8   n.d. Saito y col. (2000) 
Gouda 8 meses 75.5 
 
 
 
70.0 
αs1-CN f(1-9)  
αs1-CN f(1-13) 
β-CN f(60-68) 
β-CN f(109-119) 
RPKHPIKHQ 
RPKHPIKKHQGLPQ 
YPFPGPIPN 
MPFPKYPVQPF 
13.4 
n.d. 
14.8 
n.d. 
Saito y col. (2000) 
Saito y col. (2000) 
Saito y col. (2000) 
Saito y col. (2000) 
Meisel y col. (1997) 
Gouda 24 meses 78.2 
34.6 
  n.d. 
n.d. 
Saito y col. (2000) 
Meisel y col. (1997) 
Harz 26.1   n.d. Meisel y col. (1997) 
Havarti 72.7   n.d. Saito y col. (2000) 
Leerdam 71.3   n.d. Meisel y col. (1997) 
Parmesano 20.5   n.d. Meisel y col. (1997) 
Quarg 26.6   n.d. Meisel y col. (1997) 
Roquefort 73.1   n.d. Meisel y col. (1997) 
 n.d.: dato no descrito   N.D.: actividad no detectada 
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de 8 meses fue del 70,0% (Meisel y col., 1997). Este descenso de la actividad con el 
tiempo de maduración se había observado durante el aislamiento de péptidos derivados de 
la αs1-CN, que fue posible en el queso Parmesano de 6 meses de maduración y no pudieron 
detectarse en el mismo queso de 15 meses de maduración (Addeo y col., 1992). Estos 
resultados indican que los péptidos con actividad inhibitoria de la ACE liberados tras la 
acción de las enzimas proteolíticas de las bacterias lácticas durante el proceso de 
maduración, son degradados posteriormente a fragmentos inactivos (Meisel y col., 1997). 
De manera análoga, la disminución de la actividad inhibitoria de la ACE de un queso 
“Festivo”, semimaduro y elaborado con fermentos convencionales y cepas de 
Lactobacillus y Bifidobacterium, durante un almacenamiento prolongado, ha sido descrita 
por Ryhänen y col., (2001). 
 
En los últimos años, se ha iniciado el aislamiento y la caracterización de péptidos 
inhibidores de la ACE a partir de distintos tipos de quesos. Así, se han aislado fragmentos 
peptídicos, como el fragmento f(58-72) de la β-CN en el queso Crescenza (Smacchi y 
Gobbetti, 1998) y los fragmentos f(58-72) y f(43-52) de la β-CN en el queso Cheddar 
(Stepaniak y col., 1995; Jiang y col., 1998). A partir del queso Gouda de 8 meses de 
maduración se han aislado varios fragmentos liberados de la αs1-CN y la β-CN con alta 
actividad inhibitoria de la ACE (Saito y col., 2000), como el fragmento f(60-68) de la β-
CN, aislado por estos mismos autores a partir del queso Feta (Tabla 4). Haileselasie y col., 
(1999) han extraído una fracción con fragmentos derivados de las caseínas y precursores 
de péptidos antihipertensivos a partir de un queso modificado enzimáticamente, producido 
por Lactobacillus casei y distintas enzimas comerciales. 
 
1.3.4.     Péptidos lácteos inhibidores de la ACE obtenidos mediante síntesis química 
 
Actualmente, se está empleando la síntesis química para la obtención de péptidos 
con actividad inhibitoria de la ACE (Gallop y col., 1994; Gordon y col., 1994), que son 
sometidos a estudios sobre su actividad biológica, mecanismo de inhibición, sitios de 
glicosilación (Hansen y col., 1995) y zonas susceptibles a la hidrólisis (Nielsen y col., 
1997).  
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Además, la síntesis de péptidos juega un papel muy importante en los estudios que 
establecen la relación estructura/actividad. Un péptido de pequeño tamaño puede existir en 
múltiples estados conformacionales, adoptando diversas disposiciones espaciales para 
unirse a los sitios activos de los receptores o de las enzimas (Schlimme y Meisel, 1995). 
Sin embargo, dependiendo de la secuencia aminoacídica de la cadena peptídica y del 
ambiente molecular se favorecen ciertas conformaciones. La relación estructura/actividad 
de los péptidos inhibidores de la ACE indica la influencia de la secuencia tri-peptídica del  
extremo carboxilo terminal en la unión a la enzima (Meisel, 1993a). El potencial 
electrostático molecular se define como las interacciones electrostáticas entre los péptidos 
y un protón, por lo que su análisis permite observar las interacciones de las distintas partes 
de la molécula con sitios de unión nucleofílicos o electrofílicos (potencial positivo o 
negativo). Se ha visto que el potencial electrostático molecular de los péptidos inhibidores 
de la ACE posee un patrón característico similar entre ellos y distinto al de los péptidos no 
inhibidores. Se ha observado que el potencial positivo similar en las secuencias activas se 
encuentra localizado en el extremo carboxilo terminal (Meisel, 1993b).  
 
En la Tabla 5 se detallan los péptidos sintetizados y descritos como inhibidores de 
la ACE a partir de las caseínas de distintas especies y de las proteínas de suero. Aunque 
existen diferencias en la secuencia de β-CN humana, bovina, de búfalo, ovina, de rata y de 
ratón, hay muchas regiones similares (Kohmura y col., 1989). Así, el fragmento f(21-41) 
de la β-CN humana constituye una zona muy rica en Pro. Once de estas Pro están situadas 
de manera semejante en las otras cinco especies y 23 están situadas en la misma posición 
en la proteína de vaca, búfalo y oveja. Sin embargo, las variaciones en la secuencia 
aminoacídica de un péptido puede suponer el incremento o descenso de la actividad 
inhibitoria de la ACE. Así, la sustitución de la Lys por Glu en la posición 56 del péptido 
KAIP, fragmento f(56-59) derivado de la β-CN de rata, da lugar al péptido QAIP derivado 
de la proteína de ratón, que presenta un valor de IC50 mucho mayor (Kohmura y col., 
1990a).  
 
También son importantes las sustituciones de aminoácidos en las cadenas proteicas 
de una misma especie que conducen a la formación de distintas variantes genéticas. Estas 
variantes, por la diferente susceptibilidad al ataque enzimático, pueden dar lugar a la 
formación de nuevos péptidos inhibidores de la ACE, así como al aumento, disminución, 
    Tabla 5. Péptidos lácteos inhibidores de la ACE obtenidos por síntesis química  
 
 
Péptido Secuencia IC50 (µM) Referencia 
αs1-CN f(24-27) FVAP 10 Maruyama y col. (1987b) 
αs1-CN f(25-27) VAP 2 Maruyama y col. (1987b) 
αs1-CN f(23-27) FFVAP 6 Maruyama y col. (1987b) 
αs1-CN f(23-34) FFVAPFPEVFGK 77 Maruyama y col. (1987b) 
αs1-CN f(28-34) FPEVFGK 140 Maruyama y col. (1987b) 
αs1-CN f(32-34) FGK 160 Maruyama y col. (1987b) 
β-CN f(80-90) TPVVVPPFLQP 749 Abubakar y col. (1998) 
β-CN f(169-174) KVLPVP 5 Maeno y col. (1996) 
β-CN (11 fragmentos)  < 100 Kohmura y col. (1990a) 
β-CN f(58-61) LVYP 170 Kohmura y col. (1990a) 
β-CNr (11 fragmentos)  100-1000 Kohmura y col. (1990a) 
hβ-CNh (32 fragmentos)  < 100 Kohmura y col. (1989) 
β-CNh (28 fragmentos)  100-1000 Kohmura y col. (1989) 
β-CNh (10 fragmentos)  > 1000 Kohmura y col. (1989) 
κ-CNh (15 fragmentos)  < 100 Kohmura y col. (1990b) 
κ-CNh (7 fragmentos)  100-1000 Kohmura y col. (1990b) 
κ-CNh f(76-80) PNSHP > 1000 Kohmura y col. (1990b) 
β-Lg f(102-103) YL 122 Mullally y col. (1996) 
β-Lg f(104-105) LF 349 Mullally y col. (1996) 
β-Lg f(146-149) HIRL 1153.2 Mullally y col. (1996) 
β-Lg f(147-148) IR 695.5 Mullally y col. (1996) 
β-Lg f(148-149) RL 2438.9 Mullally y col. (1996) 
α-La f(18-19) YG >1000 Mullally y col. (1996) 
α-La f(50-53) YGLF 733 Chiba y Yoshikawa, (1986) 
α-La f(50-51) YG >1000 Mullally y col. (1996) 
BSA f(221-222) FP 315 Abubakar y col. (1998) 
r: proteína de rata y de ratón   h: proteína humana   
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pérdida de actividad o a la liberación de péptidos con otra actividad biológica. El 
polimorfismo genético afecta fundamentalmente a la β-Lg y a la β-CN (Dziuba y col., 
1999). Así, por ejemplo, la sustitución del aminoácido Gln59 en la variante B de la β-Lg 
bovina por Hys de la variante C, afecta a la zona vecina al péptido f(60-61) con actividad 
inhibitoria de la ACE.  
 
Además, se han propuesto sustituciones dirigidas para mejorar las propiedades 
físico-químicas y funcionales de la β-Lg. La sustitución de la Arg40 por Cys en la 
secuencia de la β-Lg afecta al péptido f(41-42), con actividad inhibitoria de la ACE. 
Además, la Arg40 aporta un grupo carbonilo susceptible a la hidrólisis tríptica, por lo que 
los péptidos liberados tras la acción de esta enzima pueden ser diferentes (Batt y col., 
1994). 
 
1.3.5.    Otras estrategias de obtención e identificación de péptidos lácteos 
inhibidores de la ACE 
 
Actualmente se encuentra en fase de estudio otra estrategia encaminada a la 
obtención de péptidos activos y con un futuro prometedor, la ingeniería genética. Kim y 
col., (1999) han hidrolizado con tripsina la αs1-CN recombinante humana expresada en 
Escherichia coli (Kim y col., 1997). A partir de este hidrolizado se han aislado y purificado 
tres péptidos con actividad inhibitoria de la ACE, los fragmentos f(8-11), f(136-143) y 
f(164-170), que presentan valores de IC50 de 132,5, 24,8 y 41,0 µM, respectivamente. Los 
tres fragmentos son resistentes a la hidrólisis por la quimotripsina y los fragmentos f(8-11) 
y f(164-170) resisten también la acción de la pepsina, por lo que ofrecen la posibilidad del 
empleo por vía oral en el tratamiento de la hipertensión. 
 
Para llevar a cabo la identificación de péptidos con actividad inhibitoria de la ACE 
pueden emplearse bases de datos que contengan secuencias peptídicas bioactivas derivadas 
de otras proteínas que puedan ser similares a las secuencias de las proteínas lácteas. En las 
bases de datos se muestran péptidos inhibidores de la ACE obtenidos por síntesis química 
o ingeniería genética (Dziuba y col., 1999). En la Tabla 6 se detallan los péptidos 
procedentes de la β-CN y de la β-Lg identificados como inhibidores de la ACE mediante 
bases de datos.  
 
 
 
Tabla 6. Péptidos inhibidores de la ACE identificados por bases de datos y derivados de la β-CN y la β-Lg bovina 
 
  
 
Péptido Secuencia Referencia 
β-CN f(132-136) NLHLP Kohmura y col. (1989) 
β-CN f(133-136) LHLP Kohmura y col. (1989) 
β-CN f(150-152) PLP Kohmura y col. (1989) 
β-CN f(170-172) VLP Kohmura y col. (1989) 
β-CN f(88-90) LQP Miyoshi y col. (1991) 
β-CN f(59-60) VY Saito y col. (1994b) 
β-CN f(156-157) MF Matsufuji y col. (1994) 
β-CN f(192-193) LY Matsufuji y col. (1994) 
β-CN f(135-137;151-153) LPP Maruyama y col. (1989b) 
β-Lg f(3-4;41-42) VY Saito y col. (1994b) 
β-Lg f(93-95) LVL Hazato y Kase, (1986) 
β-Lg f(122-124) LVR Maruyama y col. (1989a) 
β-Lg f(81-82) VF Matsufuji y col. (1994) 
β-Lg f(60-61) KW Matsufuji y col. (1994) 
β-Lg f(40-42) RVY Matsufuji y col. (1994) 
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1.3.6.     Efectos in vivo de los péptidos lácteos inhibidores de la ACE 
 
La capacidad de un péptido para desarrollar la actividad antihipertensiva in vivo 
depende de distintos factores, como el procesado al que ha sido sometido el alimento, la 
estabilidad del péptido, la capacidad de absorción y el mecanismo de inhibición de la ACE 
(Yamamoto y Takano, 1999). Los péptidos bioactivos pueden originarse durante el 
procesado de los alimentos. Así, las formulas infantiles hipoalergénicas y las fórmulas 
enterales se elaboran con proteínas parcialmente hidrolizadas. El procesado de los 
alimentos puede, además, promover la conversión racémica de los L-aminoácidos, 
presentes de forma natural en los alimentos en D-aminoácidos, lo que puede ocasionar la 
formación de péptidos indigeribles por el organismo, afectando a su proceso de absorción 
(Meisel, 1998). 
 
Los péptidos bioactivos también pueden formarse durante el proceso de digestión 
en el tracto gastrointestinal. La digestibilidad está influida por las condiciones del 
procesado y por las interacciones antagónicas y sinérgicas con otros componentes de la 
dieta (Meisel y col., 1989). Los péptidos de bajo peso molecular son muy reactivos, 
pudiendo interaccionar con carbohidratos y lípidos. Una vez hidrolizados los fragmentos 
por las enzimas digestivas, pepsina, tripsina y quimotripsina, fundamentalmente, los 
péptidos liberados pueden ejercer el efecto a nivel del tracto digestivo, actuando sobre los 
receptores de la mucosa intestinal. Las peptidasas de las microvellosidades pueden 
hidrolizar los péptidos, liberando los aminoácidos o di-péptidos de los extremos amino y 
carboxilo terminales (Kenny y Maroux, 1982; Yoshioka y col., 1987). Aquellos péptidos 
resistentes a la hidrólisis pueden ser absorbidos a través de la barrera intestinal y alcanzar 
la circulación sistémica. Se ha demostrado un mecanismo de transporte de di- y tri-
péptidos independiente de la secuencia aminoacídica (Döring y col., 1998). Al llegar a la 
sangre, los péptidos deben resistir la acción de las peptidasas presentes en el suero 
sanguíneo y alcanzar los receptores diana de los órganos, pudiendo ejercer distintos efectos 
sistémicos. Por lo tanto, las diferencias entre los resultados obtenidos in vivo y la actividad 
inhibitoria de la ACE in vitro se deben a la afinidad de los péptidos al mecanismo de 
transporte a través de la barrera intestinal y a la resistencia a las peptidasas, tanto 
intestinales como sanguíneas (Saito y col., 1994a). Además, una elevada actividad 
antihipertensiva en fragmentos con baja actividad inhibitoria de la ACE puede ser debida a 
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la acción de dichos fragmentos mediante otro mecanismo de acción. Esto se ha observado 
en fragmentos de las caseínas, como el fragmento f(169-175) de la β-CN (Maeno y col., 
1996). 
  
Se han llevado a cabo distintos estudios con animales de experimentación y 
ensayos clínicos encaminados a determinar la actividad antihipertensiva de hidrolizados de 
caseínas y de proteínas de suero con enzimas digestivas y microbianas. Así, se ha 
comprobado el descenso de la presión arterial en ratas espontáneamente hipertensas tras la 
administración intraperitoneal y oral de un hidrolizado de caseínas y de los fragmentos 
f(23-34) y f(194-199) de la αs1-CN y f(177-183) de la β-CN (Karaki y col., 1990). De 
manera similar se ha observado este efecto en humanos hipertensos (Sekiya y col., 1992). 
La hidrólisis de suero de quesería con la proteinasa K conduce a la obtención de un 
hidrolizado con efecto depresor de la presión sistólica en ratas espontáneamente 
hipertensas, siendo el máximo responsable de esta actividad el péptido IPA, fragmento 
f(78-80) derivado de la β-Lg (Abubakar y col., 1998). 
 
Los estudios in vivo también se han llevado a cabo en productos lácteos 
fermentados con distintas bacterias lácticas. La actividad antihipertensiva puede ser debida 
a la inhibición de la ACE o bien a otros mecanismos de acción. La leche fermentada 
Calpis® produce la disminución de la presión sistólica en ratas espontáneamente 
hipertensas (Nakamura y col., 1995; Takano, 1998) y en humanos hipertensos (Hata y col., 
1996). A partir de esta leche se han aislado los fragmentos VPP e IPP, de alta actividad 
inhibitoria de la ACE. Debido a la resistencia conferida por la Pro (Kim y col., 1972), estos 
péptidos no se degradan a nivel digestivo, por lo que se absorben intactos (Hara y col., 
1984) y alcanzan la aorta abdominal, produciendo el efecto antihipertensivo. Además, el 
tratamiento de humanos hipertensos con esta leche no altera el metabolismo lipídico ni 
produce los efectos colaterales característicos de los fármacos antihipertensivos, como los 
diuréticos y los β-bloqueantes (Hata y col., 1996).  
 
Sin embargo, otros péptidos como el fragmento YP, presente en la secuencia de la 
αs1-CN, β-CN y κ-CN y aislado de una leche fermentada con Lactobacillus helveticus 
presentan baja actividad inhibitoria de la ACE y alta actividad antihipertensiva (Yamamoto 
y col., 1994). Este efecto antihipertensivo puede deberse a la inhibición de la quimasa, 
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enzima responsable de la formación de la angiotensina-II en el corazón y en los vasos 
coronarios (Urata y col., 1993). Otro mecanismo de acción antihipertensiva en humanos 
hipertensos ha sido descrito por Kuwabara y col., (1995) en una leche fermentada con una 
combinación de bacterias lácticas y Lactobacillus casei. Este mecanismo involucra la 
acción de unos compuestos polisacáridos glicopeptídicos que mejoran la síntesis de las 
prostaglandinas I2 y reducen la resistencia vascular periférica (Sawada y col., 1990). 
 
1.3.7.     Perspectivas futuras de los péptidos bioactivos. Alimentos funcionales 
 
Los “alimentos funcionales” se definen según el International Life Science Institute 
(ILSI) como aquellos alimentos que aportan efectos beneficiosos sobre una o más 
funciones fisiológicas, más allá de los efectos nutricionales, y que van encaminados a 
mejorar el estado de salud y bienestar o a reducir el riesgo de trastornos en el organismo 
(Diplock y col., 1998). Según el proyecto FUFOSE (Functional Food Science in Europe), 
un “alimento funcional” debe cumplir ciertos requisitos. En primer lugar, debe ser 
consumido habitual o diariamente como parte de la dieta normal. Debe estar constituido 
por ingredientes naturales no presentes en el alimento original o en mayor concentración a 
la existente en dicho alimento. Sus efectos beneficiosos deben demostrarse científicamente 
y deben ser distintos a los meramente nutritivos. Además, deben mejorar el estado de salud 
del individuo, su calidad de vida y/o disminuir el riego de ciertas patologías. Finalmente, 
sus efectos deben estar autorizados. 
  
La obtención de alimentos funcionales puede llevarse a cabo por la adición de 
probióticos, prebióticos, simbióticos o ingredientes funcionales. Los probióticos son 
microorganismos vivos que, cuando se ingieren en cantidades suficientes,  ejercen efectos 
positivos en la salud, adicionales a los meramente nutricionales (Schaafsma, 1996). Se 
incluyen los efectos beneficiosos de estos microorganismos sobre el hospedador, 
mejorando su balance microbiano intestinal (Füller, 1992). El crecimiento de los 
microorganismos del tracto gastrointestinal puede promoverse también por los prebióticos 
o compuestos alimentarios, generalmente de naturaleza oligosacarídica, no digeribles pero 
fermentables por distintas especies de bacterias lácticas (Gibson y Roberfroid, 1995; 
Schaafsma, 1997). La combinación de los probióticos y prebióticos, denominada 
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simbióticos, mejora la supervivencia de los primeros, además de producir una mayor 
colonización de la microflora colónica (Roberfroid, 1999). 
 
Los péptidos bioactivos se incluyen en el grupo de ingredientes funcionales de 
naturaleza proteica, que permiten la obtención de alimentos funcionales. La liberación de 
los péptidos bioactivos a partir de una secuencia proteica puede producirse bien por 
hidrólisis enzimática (Abubakar y col., 1998; Pihlanto-Leppälä y col., 2000), por procesos 
fermentativos (Yamamoto y col., 1999; Gobbetti y col., 2000) o bien por la combinación 
de ambos procesos, que tiene lugar bien durante el procesado de alimentos o bien durante 
la digestión gastrointestinal (Pihlanto-Leppälä y col., 1998). El empleo de 
microorganismos modificados genéticamente que expresan la secuencia peptídica bioactiva 
está abriendo un nuevo campo en la obtención de péptidos con actividades biológicas (Kim 
y col., 1997 y 1999).  
 
Dentro del grupo de los péptidos bioactivos, aquellos con actividad antihipertensiva 
han centrado el interés de los científicos y las industrias, debido al incremento de la 
mortalidad en los países industrializados por la hipertensión y/o por sus complicaciones 
renales, cardíacas o cerebrales. Ya han comenzado a comercializarse algunos alimentos 
con propiedades antihipertensivas. En Japón, se comercializa un “Food for Special Health 
Uses” o FOSHU, que contiene el dodecapéptido f(23-34) derivado de la αs1-CN. Se ha 
demostrado su acción preventiva de la hipertensión y de los trastornos del sistema 
circulatorio (Sugai, 1998). Además, con esta misma actividad han comenzado a 
comercializarse distintos productos lácteos fermentados. En Japón, la leche fermentada 
Calpis® (Takano, 1998), elaborada con Lactobacillus helveticus y Saccharomyces 
cerevisiae y en Finlandia, la leche fermentada Evolus® (Leporanta, 2001), elaborada con 
Lactobacillus helveticus, reducen la presión sanguínea en pacientes hipertensos tras la 
acción inhibitoria de la ACE de los tri-péptidos VPP e IPP. Ambas leches fermentadas ya 
se comercializan como alimentos funcionales preventivos de la hipertensión en los países 
de origen. 
  
Además de utilizar los péptidos bioactivos como ingredientes en la elaboración de 
alimentos funcionales, dichos péptidos pueden formar parte de preparaciones 
farmacéuticas, aplicadas en la prevención y el tratamiento de distintos trastornos del 
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organismo. Así, los caseinofosfopéptidos se están aplicando por su efecto recalcificante 
dental en el tratamiento de la caries (Reynolds, 1987), en procesos de mala absorción de 
minerales (Brule y col., 1982). Igualmente, los inmunopéptidos derivados de la κ-CN y de 
la α-La se están empleando en el tratamiento de síndromes de inmunodeficiencia, como el 
SIDA (Hadden, 1991). 
  
Sin embargo, son necesarios nuevos estudios que incrementen y diversifiquen las 
aplicaciones dietéticas y farmacéuticas de los péptidos bioactivos. Estos estudios persiguen 
determinados objetivos (Pihlanto-Leppälä, 2001): 
 
• Estudio de las interacciones de los péptidos durante el procesado de los alimentos y 
de los efectos de dichas interacciones sobre la actividad biológica de los péptidos y 
sobre la formación de sustancias tóxicas, alergénicas o cancerígenas. 
• Estudios moleculares que determinen o aseguren el mecanismo de acción del 
péptido. 
• Evaluación de los efectos de los péptidos, tanto aislados como constituyentes del 
alimento, mediante sistemas modelo con animales de experimentación y ensayos 
clínicos.  
• Desarrollo de nuevas técnicas de purificación y enriquecimiento de fracciones 
activas, como técnicas de membrana y técnicas cromatográficas, que disminuyan el 
alto coste de la obtención de péptidos en grandes cantidades, necesarias para los 
ensayos en humanos. 
• Evaluación de la seguridad de los péptidos que clarifique los efectos colaterales 
adversos. 
• Determinación de la dosis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     MATERIALES Y MÉTODOS 
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2.1.     AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE PÉPTIDOS INHIBIDORES 
DE LA ACE DERIVADOS DE LA β-LG OVINA Y CAPRINA 
 
2.1.1.     Muestras 
 
Muestras de leche de oveja y de cabra procedentes de la empresa Queserías Campo 
Real, S.A. (Madrid, España) se desnataron tras atemperar a 30-35ºC durante 25 minutos, 
centrifugar a 2500 × g a 20ºC durante 30 minutos, enfriar en hielo, eliminar la grasa con 
una espátula y filtrar a través de lana de vidrio. 
 
A partir de estas muestras de leche de oveja y de cabra se obtuvo el suero ácido y el 
suero dulce. La obtención del suero ácido se llevó a cabo ajustando el pH de las muestras 
con ácido clorhídrico 1 N a 4,6 y 4,1, respectivamente. Tras dejar reposar la leche durante 
25 minutos a temperatura ambiente, se centrifugó a 4500 × g durante 20 minutos a una 
temperatura de 5ºC. El sobrenadante se filtró a través de papel Whatman nº 40. 
 
El suero dulce se obtuvo durante el proceso de elaboración de un queso de leche de 
oveja en una quesería a escala semipiloto (modelo FT 20 de Armfield Technical Education 
Co. Ltd.). Se partió de 8 litros de leche cruda desnatada de oveja. Una vez que la leche 
alcanzó la temperatura de 33ºC, se añadió el cultivo iniciador (0,125 g/L), consistente en 
una mezcla de bacterias lácticas mesófilas, de adición directa a cuba (Ezal, capacidad 50 
U, Texel, Dangé Saint-Romain, Francia). Después de 30 minutos en agitación se adicionó 
cloruro cálcico (0,05 g/L). A los 5 minutos se añadió el cuajo comercial (0,1 g/L) (Chr. 
Hansen’s Laboratorium A/S, Copenhague, Dinamarca), que contenía un 85% de quimosina 
y un 15% de pepsina bovina, dejando actuar durante 40 minutos en reposo. El corte de la 
cuajada se realizó con liras horizontales y verticales. La cuajada se recalentó a 35ºC, 
agitando durante 10 minutos, procediéndose posteriormente al desuerado mediante el 
acoplamiento de un filtro a la cuba quesera, en la cual quedó retenida dicha cuajada. 
 
2.1.2.     Obtención y análisis de la β-Lg ovina y caprina 
 
A partir del suero ácido y dulce de leche de oveja y de cabra se llevó a cabo la 
obtención de la β-Lg, siguiendo el método de Ebeler y col., (1990). Al suero se le añadió 
Materiales y Métodos 
 74
ácido tricloroacético (TCA) disuelto en el mínimo volumen de agua Milli-Q®, hasta 
obtener una concentración final de 3,1 g de TCA en 100 mL de suero. Tras un tiempo de 
reposo de 20 minutos, el suero se centrifugó a 12000 × g durante 15 minutos a 4ºC. El 
sobrenadante se filtró mediante papel Whatman nº 40 y se dializó frente a agua destilada 
durante 48 horas, empleando membranas de diálisis de tamaño de poro de 6000-8000 Da 
(Spectra/Por® Diálisis Tubing; Spectrum® Laboratories Inc., California, USA). La β-Lg 
aislada se liofilizó y se conservó en un desecador a temperatura ambiente. 
 
2.1.2.1.     Determinación de proteína mediante el método del ácido bicinconínico 
(BCA) 
 
El contenido proteico de los liofilizados de β-Lg ovina y caprina se determinó 
mediante la técnica espectrofotométrica del BCA, empleando el ensayo de diagnóstico 
comercial de Pierce (Rockford, USA).  
 
Se preparó el reactivo de trabajo mezclando el reactivo A, compuesto de carbonato 
y bicarbonato sódico, BCA y tartrato sódico en una solución de hidróxido sódico 0,1 M, 
con el reactivo B, compuesto de sulfato cúprico al 4%, en una proporción de 50:1, 
respectivamente. A 2 mL del reactivo de trabajo se añadieron 100 µL de la solución de 
muestra, incubando a 60ºC durante 30 minutos. Tras su enfriamiento a temperatura 
ambiente, la absorbancia se determinó a 562 nm en el equipo UV-120-01 (Shimadzu, 
Kyoto, Japón), tomando como referencia un blanco con agua destilada.  
 
Para la curva de calibrado se prepararon concentraciones de BSA de 0,0625; 0,125; 
0,25 y 0,5 mg/mL y se analizaron de acuerdo a la metodología anteriormente detallada. 
 
2.1.2.2.     Cromatografía de líquidos de alta eficacia en fase inversa (RP-HPLC) 
 
El análisis de los liofilizados de β-Lg ovina y caprina se llevó a cabo mediante un 
método de RP-HPLC puesto a punto en el laboratorio. 
 
El análisis se llevó a cabo en un cromatógrafo de líquidos formado por un inyector 
automático modelo 717 plus (Waters corp., Mildford, USA), dos bombas modelo 116 y un 
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detector Diodo-Array, modelo 168 (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, USA). El 
procesado de datos se realizó con el programa SystemGold (versión 7.11, Beckman). 
 
Las muestras de β-Lg se prepararon a una concentración de 5 mg/mL en agua 
destilada y se filtraron a través de filtros de 0,45 µm (PVDF Durapore, Millipore corp., 
Bedford, USA). Se inyectaron 50 µL de las muestras en una columna Nova-Pack C18, 60 
Å, 4 µm, con unas dimensiones de 3,9 × 150 mm (Waters) y una guardacolumna C18 
(Waters). Para la elución se utilizó un gradiente de dos solventes A y B, constituidos por 
una mezcla de agua:acetonitrilo:ácido trifluoroacético (TFA) en las proporciones 950:50:1 
y 100:900:1, respectivamente. El gradiente fue lineal del 0 al 50% del solvente B en 60 
minutos. El flujo fue de 0,8 mL/min y la temperatura de 30ºC. Antes de cada inyección la 
columna se acondicionó con el solvente A durante 20 minutos, al mismo flujo empleado en 
la separación. La detección se llevó a cabo empleando las longitudes de onda de 214 y 280 
nm.  
 
2.1.2.3.     Isoelectroenfoque (IEF) 
 
Las β-Lg ovina y caprina obtenidas fueron analizadas mediante IEF, empleando el 
método de Molina (1997), en el equipo automatizado de separación y tinción PhastSystem 
(Pharmacia, Uppsala, Suecia). Se emplearon geles PhastGelTM 3-9 (Pharmacia) y un patrón 
de puntos isoeléctricos constituido por una mezcla de proteínas, aminoglucosidasa (pI 
3,50), rojo de metilo (pI 3,75), inhibidor de tripsina de soja (pI 4,55), β-Lg A (pI 5,20), 
anhidrasa carbónica B bovina (pI 5,85), anhidrasa carbónica B (pI 6,55), mioglobina ácida 
de caballo (pI 6,85), mioglobina básica de caballo (pI 7,35), lectina ácida (pI 8,15), lectina 
media (pI 8,45), lectina básica (pI 8,65) y tripsinógeno (pI 9,30). 
 
Se aplicó automáticamente con el peine 1 µL de cada muestra, constituida por las 
β-Lg ovina y caprina de concentración 5 y 10 mg/mL en agua bidestilada, sobre el extremo 
anódico del gel. La separación se realizó de acuerdo con la nota técnica de separación Nº 
100 del manual del equipo (Pharmacia, 1984). La tinción del gel se realizó en el mismo 
equipo de acuerdo al método descrito en la nota de aplicación Nº 200 (Pharmacia, 1986), 
empleando el azul de Coomassie R-350 como colorante. Tras la tinción, los geles se 
secaron al aire a temperatura ambiente. 
Materiales y Métodos 
 76
2.1.2.4.     Electroforesis capilar (EC) 
 
Las β-Lg ovina y caprina obtenidas se analizaron mediante EC, empleando el 
método de Recio y Olieman (1996). 
 
Las muestras de β-Lg ovina y caprina se disolvieron en agua destilada hasta una 
concentración de 18 mg/mL. 300 µL de cada muestra se redisolvieron en 700 µL de 
tampón de la muestra. El tampón de muestra estaba constituido por una disolución 167 
mM de Tris (hidroximetil) aminometano, 67 mM de ácido etilendiaminotetracético 
(EDTA), 42 mM de ácido 3-morfolinopropanosulfónico (MOPS) y 17 mM de DL-
ditiotreitol (DTT) (Sigma Chemical, St. Louis, USA) en urea 6 M, de pH 8,6. La 
disolución de urea se había preparado con 0,05% (p/v) de metilhidroxietilcelulosa (MHEC) 
y 2,5% (p/v) de resina desionizante (lecho de mezcla de intercambio catiónico e iónico), 
agitando hasta alcanzar una conductividad menor de 2 µS/cm. 
 
El análisis fue realizado en un equipo Beckman P/ACE MDQ controlado por un 
software propio (Beckman). Se utilizó un capilar de sílice con un recubrimiento hidrofílico 
neutro CElect P1 (Supelco, Bellefonte, USA) de dimensiones 60 cm × 50 µm de diámetro 
interno. Las separaciones se llevaron a cabo a 45ºC, con un gradiente lineal de voltaje de 0 
a 25 kV en 3 minutos, seguido de voltaje constante a 25 kV. El tampón de separación, de 
pH 3,0, estaba constituido por citrato trisódico dihidratado (Sigma) 20 mM y ácido cítrico 
(Sigma) 0,32 M disueltos en urea 6 M, preparada de la misma manera que para el tampón 
de muestra. La detección se realizó en el extremo catódico a 214 nm. Antes de cada 
separación, el capilar se lavó con tampón de separación en sentido inverso (del cátodo al 
ánodo) durante 6 minutos. 
 
2.1.3.     Hidrólisis de la β-Lg ovina y caprina 
 
La hidrólisis de la β-Lg ovina y caprina se llevó a cabo siguiendo el método de 
Abubakar y col., (1998). Se emplearon cuatro enzimas proteolíticas, dos de origen 
digestivo y dos de origen microbiano. La tripsina (EC 3.4.21.4, Tipo-I, 10900 UI/mg de 
proteína) y la quimotripsina (EC 3.4.21.1, Tipo I-S, 44 UI/mg de proteína), procedían de 
páncreas bovino y fueron adquiridas a Sigma. La proteinasa K (EC 3.4.21.14) procedente 
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del Tritirachium album y la termolisina (EC 3.4.24.4) procedente del Bacillus 
thermoproteolyticus fueron adquiridas a Boehringer Manheim GmbH (Manheim, 
Alemania). 
 
La tripsina y la termolisina se disolvieron en un tampón Tris-HCl 0,02 N con 
cloruro cálcico 0,01 M, de pH 8,0. La proteinasa K se disolvió en un tampón Tris-HCl 0,02 
N, de pH 7,5 y la quimotripsina en el tampón acetato amónico 0,02 M, de pH 8,0.  
 
La β-Lg ovina y caprina se disolvieron a una concentración de 5 mg/mL en el 
tampón correspondiente según la enzima utilizada en la hidrólisis. Las condiciones de 
hidrólisis se detallan en la Tabla 7.  
 
Tabla 7. Condiciones de hidrólisis de la β-lactoglobulina ovina y caprina 
 
Enzima Tampón pH E/S (p/p) Temperatura 
Tripsina Tris-HCl 0,02 N - CaCl2 0,01 M 8,0 5/100 37ºC 
Quimotripsina CH3-COONH4 0,02M 8,0 5/100 25ºC 
Proteinasa K Tris-HCl 0,02 N 7,5 5/100 37ºC 
Termolisina Tris-HCl 0,02 N - CaCl2 0,01 M 8,0 5/100 37ºC 
 
La hidrólisis tuvo lugar durante 48 horas a 37ºC con la tripsina, proteinasa K y 
termolisina y a 25ºC con la quimotripsina. Se tomaron muestras de los hidrolizados al 
inicio de la reacción y a los 30 minutos, 2, 8, 24, 36 y 48 horas. La inactivación de las 
enzimas se llevó a cabo tras calentar las muestras a 95ºC durante 15 minutos y congelar 
posteriormente a –20ºC. 
 
2.1.4.     Determinación de la actividad inhibitoria de la ACE 
 
La actividad inhibitoria de la ACE se determinó mediante el método 
espectrofotométrico de Cushman y Cheung (1971), modificado por Kim y col., (1999).  
De manera análoga a la forma de acción de la ACE sobre la angiotensina I, 
liberando la angiotensina II y el dipéptido His-Leu, la enzima actúa sobre el sustrato de 
reacción empleado en el método, hipuril-histidil-leucina (HHL) (Sigma), liberando el ácido 
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hipúrico y el dipéptido His-Leu. El método se basa en la medida espectrofotométrica a 228 
nm de la absorbancia del ácido hipúrico liberado en la reacción. La medida se llevó a cabo 
en el espectrofotómetro DU®-70 (Beckman). 
 
A 100 µL de la solución de sustrato, constituido por HHL a una concentración de 5 
mM, disuelto en un tampón fosfato potásico 0,1 M y cloruro sódico 0,3 M, de pH 8,3, se le 
añadieron 20 µL de agua o de la muestra. Se añadieron 5 mU de ACE (EC 3.4.15.1; 5,1 
UI/mg) (Sigma) disuelta en glicerol al 50%, incubando a 37ºC durante 30 minutos. La 
enzima se inactivó por descenso del pH, adicionando 100 µL de ácido clorhídrico 1 N. El 
ácido hipúrico formado en la reacción se extrajo mediante agitación vigorosa durante 10 
segundos, tras añadir 600 µL de acetato de etilo. Se centrifugó a 4000 × g durante 10 
minutos a temperatura ambiente y se tomaron 500 µL de la fase orgánica. La eliminación 
del acetato de etilo se llevó a cabo por calentamiento a 95ºC durante 10 minutos. El residuo 
de ácido hipúrico se redisolvió en 1 mL de agua destilada y tras agitar, se midió la 
absorbancia a 228 nm en el espectrofotómetro. Se llevó a cabo un blanco de reacción, 
añadiendo el ácido clorhídrico previo a la adición de la ACE. La actividad de cada muestra 
se determinó por triplicado. 
 
El porcentaje de inhibición de la ACE (% IACE) se determinó mediante la 
siguiente fórmula: 
     Acontrol - Amuestra 
% IACE = ------------------------- 
     Acontrol - Ablanco 
 
Acontrol: Absorbancia del ácido hipúrico formado tras la acción de la ACE sin inhibidor 
Ablanco: Absorbancia del HHL que no ha reaccionado y que ha sido extraído con el acetato 
de etilo 
Amuestra: Absorbancia del ácido hipúrico formado tras la acción de la ACE en presencia de 
sustancias inhibidoras. 
Se prepararon soluciones de β-Lg ovina y caprina de concentración 3 mg/mL. 20 
µL de estas soluciones se añadieron al medio de reacción, determinando la actividad 
inhibitoria de la ACE siguiendo la metodología detallada.  
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A partir de los hidrolizados de las β-Lg ovina y caprina por la tripsina, 
quimotripsina, proteinasa K y termolisina a los distintos tiempos de hidrólisis se 
prepararon soluciones de concentración proteica decreciente, a las que se determinó la 
actividad inhibitoria de la ACE. Esta actividad se expresó como IC50 o concentración 
proteica necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la ACE. 
 
Se determinó la actividad inhibitoria de la ACE en soluciones de los aminoácidos 
Asp, Cys, Glu, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Tyr y Val (Sigma) y de los dipéptidos Gly-Phe, 
Phe-Gly, Gly-Trp, Trp-Gly, Phe-Phe, Phe-Tyr, Tyr-Tyr y Lys-Phe (Sigma), de 
concentración 2 mg/mL. 
 
2.1.5.     Aislamiento y caracterización de péptidos inhibidores de la ACE del 
hidrolizado de la β-Lg caprina por la termolisina 
 
2.1.5.1.     Aislamiento de péptidos mediante RP-HPLC 
 
El aislamiento y la purificación de péptidos a partir del hidrolizado de la β-Lg 
caprina por la termolisina a las 24 horas de incubación se llevó a cabo mediante RP-HPLC, 
empleando el equipo cromatográfico descrito en el apartado 2.1.2.2. 
 
La muestra, de concentración aproximada de 2-3 mg/mL, se filtró a través de filtros 
de 0,45 µm (Millipore). Se inyectaron 200 µL de la muestra en la columna Prep Nova-
Pack HR C18, 60 Å, 4 µm de dimensiones 7,8 × 300 mm (Waters). Los solventes A y B 
fueron mezclas de agua:TFA (1000:1) y acetonitrilo:TFA (1000:1), respectivamente. Los 
péptidos eluyeron con un gradiente lineal del solvente B en A del 0 a 50% en 50 minutos a 
un flujo de 1,5 mL/minuto. La absorbancia se monitorizó a 220 y 280 nm. Las fracciones 
recogidas se purificaron mediante un nuevo paso cromatográfico, empleando el mismo 
equipo y las mismas condiciones, pero usando un gradiente lineal del 0 al 20% del solvente 
B en 45 minutos. Las fracciones recogidas se liofilizaron para su posterior caracterización. 
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2.1.5.2.     Caracterización del hidrolizado mediante cromatografía de líquidos de 
alta eficacia acoplada a espectrometría de masas (HPLC-ESI-MS) 
 
La caracterización del hidrolizado de la β-Lg caprina por la termolisina a las 24 
horas de incubación se llevó a cabo mediante HPLC-ESI-MS, en un equipo HP serie 1100 
MSD (Hewlett Packard, Palo Alto, USA).  
 
Se inyectaron 20 µL del hidrolizado en una columna Hi-Pore RP-318, de 
dimensiones 250 × 4,6 mm (Bio-Rad). Las fases móviles A y B empleadas fueron mezclas 
de agua:ácido acético (1%) y acetonitrilo:ácido acético (1%), respectivamente. Se empleó 
un gradiente lineal del 0 al 50% del solvente B en 50 minutos. El flujo empleado fue de 0,7 
mL/minuto.  
 
El análisis de las masas se realizó mediante espectrometría de masas (MS) en un 
equipo de simple cuadrupolo. El voltaje capilar se mantuvo a 4000 V, la presión del 
nebulizador a 40 psi y la temperatura y flujo del gas de secado fueron de 320ºC y 10 
L/minuto, respectivamente. Se empleó el fragmentador de 40 V. El intervalo de 
adquisición (m/z) fue de 100-2000 uma. La adquisición y el análisis de los datos se realizó 
mediante el programa HPChem Stations (versión A.07.01; Hewlett Packard).  
 
2.1.5.3.   Identificación de péptidos mediante ESI-MS y secuenciación de 
aminoácidos 
 
El análisis de las masas moleculares de las fracciones aisladas y purificadas se llevó 
a cabo mediante MS, empleando el mismo equipo y las condiciones detalladas en el 
apartado 2.1.5.2. Las muestras se disolvieron en una concentración aproximada de 10 
µg/mL en una mezcla de agua:acetonitrilo al 50% (v/v) y ácido acético (1%) (v/v). Se 
inyectaron 10 µL de la muestra empleando un flujo de 0,5 mL/minuto de la mezcla 
agua:acetonitrilo (50:50) con ácido acético 1% a través del electrospray. 
 
El análisis de la secuencia N-terminal de los péptidos se llevó a cabo en el Servicio 
de Análisis de Proteínas del Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC). Se empleó el 
método automatizado de degradación de Edman de manera de pulso líquido, en un 
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microprocesador Perkin-Elmer/Applied Biosystems Procise 494 (PerkinElmer™ Analytical 
Instruments, Shelton, USA). 
 
2.1.5.4.     Síntesis de péptidos inhibidores de la ACE 
 
La síntesis de péptidos se realizó en el Servicio de Síntesis de Péptidos de la 
Universidad Autónoma de Barcelona, mediante el método convencional Fmoc en fase 
sólida empleando un sintetizador de péptidos 431A (Applied Byosystem Inc., Überling, 
Alemania). 
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2.2.     AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE PÉPTIDOS DERIVADOS DE 
LA β-LG BOVINA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES 
 
2.2.1.     Hidrólisis de β-Lg A bovina en condiciones desnaturalizantes 
 
Se llevó a cabo la hidrólisis de β-Lg A bovina (Sigma) por la termolisina 
(Boehringer Manheim, GmbH) en condiciones térmicas desnaturalizantes. Para ello, se 
preparó una solución de β-Lg A de concentración 2 mg/mL en un tampón Tris-HCl 0,02 M 
con cloruro cálcico 0,01 M, de pH 8,0. La termolisina se disolvió en el mismo tampón y se 
añadió a la solución de proteína hasta obtener una relación enzima/sustrato del 5% (p/p). 
La hidrólisis tuvo lugar a 37ºC, 50ºC, 60ºC y 80ºC, durante 4 horas en un baño de agua. Se 
tomaron alícuotas de cada uno de los hidrolizados a los 30 minutos y 2 horas de hidrólisis 
y al final de la reacción. La enzima se inactivó por la adición de 50 µL de EDTA 
alcanzándose una concentración final en el medio de 0,2 M. 
 
2.2.2.     Análisis de los hidrolizados mediante RP-HPLC y HPLC-ESI-MS 
 
El análisis de los hidrolizados de β-Lg A bovina por la termolisina a las distintas 
temperaturas y tiempos de incubación se llevó a cabo mediante RP-HPLC, empleando el 
mismo equipo cromatográfico descrito en el apartado 2.1.2.2. Las muestras, con una 
concentración de 2 mg/mL, se filtraron a través de filtros de 0,45 µm (Millipore). Se 
inyectaron 50 µL de la muestra en la columna Hi-Pore RP-318, de dimensiones 250 × 4,6 
mm (Bio-Rad). Las fases móviles A y B fueron mezclas de agua:TFA (0,1%) y 
acetonitrilo:TFA (0,1%), respectivamente. El flujo fue de 1 mL/minuto. El gradiente fue 
lineal del 0 al 50% del solvente B en 60 minutos. La detección se llevó a cabo a 214 y 280 
nm. 
 
La caracterización de los hidrolizados de β-Lg bovina A se llevó a cabo mediante 
HPLC-ESI-MS, empleando el mismo equipo y las mismas condiciones (columna, 
solventes y flujo) descritas en al apartado 2.1.5.2. El gradiente fue lineal del 10 al 45% del 
solvente B en 42 minutos. Previa a la inyección, la columna se equilibró con el solvente B 
(10%) durante 20 minutos. 
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2.2.3.     Aislamiento y caracterización de las fracciones peptídicas mediante RP-
HPLC y ESI-MS 
 
Las fracciones peptídicas se aislaron a partir del hidrolizado de la β-Lg A bovina 
por la acción de la termolisina tras 2 horas de incubación a 50ºC, mediante RP-HPLC. El 
equipo fue el mismo que el descrito en el apartado 2.1.2.2. Se inyectaron 50 µL del 
hidrolizado en la columna Hi-Pore RP-318, de dimensiones 250 × 4,6 mm (Bio-Rad). Las 
fases móviles A y B fueron mezclas de agua:ácido acético (1%) y acetonitrilo:ácido acético 
(1%), respectivamente. El flujo fue de 0,7 mL/minuto. El gradiente fue lineal del 10 al 
35% del solvente B en 50 minutos. La absorbancia se monitorizó a 214 y 280 nm. 
 
Para llevar a cabo la identificación de los péptidos, las fracciones peptídicas 
recogidas se liofilizaron, se disolvieron en un volumen menor de agua destilada y se 
analizaron mediante ESI-MS, empleando la metodología detallada en el apartado 2.1.5.3. 
El volumen de muestra fue de 50 µL. 
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2.3.     DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ACE EN 
PRODUCTOS LÁCTEOS COMERCIALES 
 
2.3.1.     Productos lácteos comerciales 
 
Se adquirieron dos muestras de leche de vaca desnatadas comerciales, una de ellas 
pasteurizada y otra esterilizada por tratamiento UHT. 
 
Se adquirieron quince productos lácteos comerciales, de distinto origen y 
composición. Trece de ellos se habían elaborado con leche de vaca y dos a partir de leche 
de cabra. En la Tabla 8 se detalla el tipo y la composición de los productos adquiridos. 
 
Se adquirieron once leches maternizadas comerciales, ocho de ellas de iniciación, 
dos de continuación y una mixta, empleada para lactantes y niños con alergia a las 
proteínas. Todos los productos contenían proteínas lácteas, excepto uno de ellos que 
contenía proteínas de soja. Dos de los productos adquiridos estaban compuestos por 
proteínas lácteas hidrolizadas. En la Tabla 9 se detalla el tipo y la composición de cada una 
de estas leches maternizadas. Estos productos se reconstituyeron con agua destilada, en la 
misma proporción a la administrada a los lactantes (aproximadamente 4,5 g de leche en 
polvo en 30 mL de agua). 
 
Además, se adquirieron del comercio dos quesos frescos y dos derivados de quesos 
frescos, denominados mousses. En la Tabla 10 se detalla el tipo y la composición de cada 
uno de estos productos lácteos comerciales. 
 
2.3.2.     Obtención del extracto soluble en agua 
 
El extracto soluble en agua se obtuvo a partir de los productos lácteos comerciales, 
siguiendo el método de Rokka y col., (1997). Se centrifugaron los productos lácteos a 
12000 × g durante 20 minutos a 5ºC y se filtraron mediante papel Whatman nº 40. El pH 
de las leches maternizadas se ajustó a 4,6, previamente a la centrifugación. 
 
 
Tabla 8. Composición de los productos lácteos fermentados comerciales (LF) 
 
 
Nº muestra Tipo de producto Composición 
LF-1 Yogur Leche parcialmente desnatada, leche en polvo desnatada, proteínas lácteas y fermentos lácticos 
LF-2 Yogur Leche, azúcares, fermentos lácticos, nata y proteínas lácteas 
LF-3 Yogur desnatado Leche desnatada, leche en polvo desnatada, proteínas lácteas, fermentos lácticos y edulcorantes 
LF-4 Yogur desnatado Leche desnatada, fermentos lácticos, proteínas lácteas y gelatina 
LF-5 Leche  fermentada Leche parcialmente desnatada, azúcares, fermentos lácticos y Lb. casei 
LF-6 Leche  fermentada Leche, azúcares, proteínas lácteas, leche en polvo desnatada, proteínas lácteas y fermentos lácticos 
LF-7 Leche  fermentada Leche, leche en polvo desnatada, fermentos lácticos (Lb. johnosonii) y gelatina 
LF-8 Yogur líquido Leche desnatada, azúcares, leche en polvo desnatada y fermentos lácticos 
LF-9 Yogur Bio Leche, leche en polvo desnatada, nata, proteínas lácteas, bifidobacterias y otros fermentos lácticos 
LF-10 Yogur griego Leche, nata, leche en polvo desnatada, proteínas lácteas y fermentos lácticos 
LF-11 Crema de yogur Leche, leche desnatada concentrada, azúcares, nata y fermentos lácticos 
LF-12 Mousse yogur Leche, nata, azúcares, leche en polvo desnatada, grasa vegetal, gelatina, emulsionante y fermentos lácticos 
LF-13 Cuajada Leche, nata, leche en polvo desnatada, gelatina, estabilizante y cuajo 
LF-14 Kefir cabra Leche de cabra pasteurizada y fermentos lácticos del kefir con Lb. casei 
LF-15 Yogur cabra Leche pasteurizada de cabra y fermentos lácticos 
 
 
 
 Tabla 9. Composición de las leches maternizadas comerciales (LM) 
 
Nº muestra Tipo de producto Composición 
LM-1 De iniciación Seroproteína concentrada 
LM-2 De iniciación y continuación Caseínas hidrolizadas enzimáticamente 
LM-3 De iniciación Suero lácteo desmineralizado y proteínas de leche 
LM-4 De continuación. Probiótica Leche desnatada y fermentos lácticos 
LM-5 De iniciación Proteínas aisladas de soja 
LM-6 De iniciación Suero lácteo desmineralizado en polvo y leche desnatada en polvo 
LM-7 De continuación Seroproteínas hidrolizadas 
LM-8 De iniciación Suero lácteo desmineralizado 
LM-9 De iniciación Suero lácteo desmineralizado y leche desnatada 
LM-10 De iniciación Leche entera y concentrados de proteínas de suero lácteo desmineralizado 
LM-11 De iniciación Suero lácteo desmineralizado y leche desnatada 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Tabla 10. Composición de los quesos frescos (QF)  y mousses de quesos frescos (M) comerciales 
 
Nº muestra Tipo de producto Composición 
QF-1 Queso fresco Leche pasteurizada de vaca, sal y cuajo 
QF-2 Queso fresco Bio Leche, sal, conservador, cuajo y fermentos lácticos (Lb. reuteri) 
M-1 
Mousse de queso fresco 
Queso fresco desnatado (56,1%), leche desnatada, nata, azúcar (6,8%), leche en polvo 
desnatada, almidón modificado, proteínas de leche, gelatina, estabilizante y fermentos lácticos 
M-2 
Mousse de queso fresco 
Queso fresco desnatado (52%), leche desnatada, nata, azúcar, fermentos lácticos, gelatina, 
proteínas de leche, almidón modificado y dextrosa 
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2.3.3.     Determinación del nitrógeno total y del nitrógeno amínico 
 
El contenido de nitrógeno total del extracto soluble en agua de los productos lácteos 
comerciales se determinó mediante el método Kjeldahl, según la norma IDF Estándar 20B 
(IDF, 1993). Se empleó un sistema de digestión Tecator y una analizador Kjeltec auto 
1030, ambos adquiridos a Foss Electric S/A (Hillerod, Dinamarca). Tras una primera 
digestión con ácido sulfúrico concentrado a ebullición en presencia de sulfato potásico y 
sulfato de cobre como catalizadores y la posterior destilación por arrastre de vapor en 
medio alcalino, se recogió el destilado sobre una solución de ácido bórico empleando como 
indicador el rojo de metilo. El amoníaco recogido se valoró con ácido clorhídrico 0,1 N. 
 
El nitrógeno amínico se determinó mediante el método de la ninhidrina-cadmio, de 
acuerdo con el protocolo de Doi y col., (1981). Para ello, a 1 mL de muestra, se le 
añadieron 2 mL del reactivo de trabajo, compuesto por ninhidrina y cloruro de cadmio, 
disueltos en etanol y ácido acético. Tras la incubación a 84ºC durante 5 minutos, la 
reacción se paró por inmersión en baño de hielo. La absorbancia se determinó a 507 nm en 
un equipo UV-120-01 (Shimadzu). Los análisis se llevaron a cabo por duplicado. 
 
Se empleó como patrón estándar una solución del aminoácido Leu. Para ello, se 
prepararon soluciones de este eminoácido de concentración 13, 26, 32,5, 39 y 45,5 mg/L y 
se analizaron siguiendo la metodología anteriormente detallada. El nitrógeno amínico se 
calculó a partir del valor de concentración de Leu dividido entre el peso molecular de la 
Leu (131,18) y multiplicado por el peso molecular del nitrógeno (14). 
 
2.3.4.     Determinación de la actividad inhibitoria de la ACE 
 
La actividad inhibitoria de la ACE se determinó en el extracto soluble en agua de 
los productos lácteos comerciales, siguiendo la metodología detallada en el apartado 2.1.4. 
 
2.3.5.     Análisis del extracto soluble en agua mediante RP-HPLC 
 
El análisis del extracto soluble en agua de los productos lácteos comerciales se 
llevó a cabo mediante RP-HPLC, empleando el mismo equipo descrito en el apartado 
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2.1.2.2. Se inyectaron 60 µL de muestra en la columna Hi-Pore RP-318, de dimensiones 
250 × 4,6 mm (Bio-Rad). Los solventes A y B estaban constituidos por mezclas de 
agua:TFA (0,1%) y acetonitrilo:TFA (0,1%), respectivamente. El gradiente fue lineal del 2 
al 50% del solvente B en 60 minutos y el flujo de 0,8 mL/minuto. La absorbancia se 
monitorizó a 214 y 280 nm. 
 
Se emplearon soluciones de concentración 3 mg/mL de las proteínas del suero, α-
La, β-Lg y BSA bovina (Sigma) y una solución al 0,5% (p/v) de CMP bovino. El CMP se 
obtuvo mediante la hidrólisis con quimosina de la κ-CN (Sigma). Tras el aislamiento por la 
precipitación de la para-κ-CN a pH 4,6, el CMP se disolvió al 0,5% (p/v) en el tampón 
Tris-HCl, de pH 8,0. 60 µL de estas soluciones se inyectaron empleando las mismas 
condiciones cromatográficas. 
 
2.3.6.     Simulación de la digestión gastrointestinal de productos lácteos fermentados 
y de leches maternizadas 
 
Para llevar a cabo la simulación de la digestión gastrointestinal, se seleccionaron 
dos productos lácteos fermentados y dos leches maternizadas. Dicha simulación se llevó a 
cabo de acuerdo con el método de Alting y col., (1997). Para ello, se prepararon soluciones 
acuosas de las muestras de leche a una concentración del 0,7% de proteína (p/v). El pH de 
las soluciones de los productos lácteos fermentados se ajustó a 2,0 y el de las leches 
maternizadas a 3,5. Inicialmente, la hidrólisis se llevó a cabo con pepsina (EC 3.4.4.1; 
1:60000; 3400UI/mg de proteína) (Sigma). La enzima se añadió a la solución de las 
muestras en una concentración de 20 mg/g de proteína de la muestra. Tras 90 minutos de 
incubación a 37ºC, la pepsina se inactivó por elevación del pH a 7-8. Posteriormente, la 
Corolasa PP (polvo derivado del páncreas bovino que contiene actividad de tripsina, 
quimotripsina y de varias exopeptidasas) (Röhm, Darmstadt, Alemania) se añadió en una 
concentración de 40 mg/g de proteína de la muestra. La reacción se llevó a cabo durante 4 
horas a 37ºC. Las enzimas se inactivaron por calentamiento a 95ºC durante 15 minutos. 
 
Los hidrolizados obtenidos se centrifugaron a 10000 × g durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, filtrando el sobrenadante obtenido. A partir de este sobrenadante se 
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obtuvo la fracción inferior a 3000 Da, mediante ultrafiltración, empleando membranas con 
este tamaño de corte (Centripep® 3; Amicon, Inc., Beverly, USA). La centrifugación se 
llevó a cabo a 2500 × g durante 4 horas a 15ºC. 
 
2.3.7.    Aislamiento de péptidos inhibidores de la ACE a partir de un producto 
lácteo fermentado 
 
Se seleccionó uno de los productos lácteos fermentados comerciales para llevar a 
cabo el aislamiento de péptidos con actividad inhibitoria de la ACE. Para ello, la leche 
fermentada seleccionada se centrifugó a 2500 × g durante 10 minutos a temperatura 
ambiente, filtrando el extracto soluble en agua obtenido a través de papel Whatman nº 40. 
A partir de este extracto se obtuvieron las fracciones menores de 10000 y 3000 Da, 
mediante ultrafiltración, siguiendo la metodología detallada en el apartado 2.3.6. La 
fracción menor de 10000 Da se obtuvo empleando membranas con este tamaño de corte 
(Centripep® 10; Amicon).  
 
El análisis del perfil proteico y peptídico del extracto y de las fracciones se llevó a 
cabo mediante RP-HPLC, empleando el mismo equipo detallado en el apartado 2.1.2.2. Se 
inyectaron 200 µL de la muestra en la columna Hi-Pore RP-318, de dimensiones 250 × 4,6 
mm (Bio-Rad). Las fases móviles A y B estaban constituidas de mezclas de agua:TFA 
(1%) y acetonitrilo:TFA (0,08%), respectivamente. El gradiente fue del 1 al 20% del 
solvente B durante 55 minutos y del 20 al 70% del solvente B durante 10 minutos. El flujo 
fue de 0,8 mL/minuto.  
 
Con el fin de eliminar los azúcares presentes en el extracto soluble en agua 
obtenido a partir del producto lácteo fermentado se llevó a cabo previamente una fase de 
extracción en fase sólida, de acuerdo con el método de Yamamoto y col., (1999). Para ello, 
se emplearon cartuchos C18 Sep-Pak (Waters) acondicionados con 100 mL de acetonitrilo, 
a un flujo de 5 mL/minuto y equilibrados con agua (100 mL a un flujo de 5 mL/minuto). 
Tras la carga de la muestra (2 mL/minuto), se realizó una etapa previa de lavado con 100 
mL de agua, a un flujo de 5 mL/minuto y posteriormente se eluyó con una mezcla de 
acetonitrilo:agua (70:30) a un flujo de 2 mL/minuto. Tras eliminar el acetonitrilo, el 
extracto obtenido se liofilizó y se congeló a –20ºC. El contenido de nitrógeno y proteína se 
Materiales y Métodos 
 91
determinó mediante microanálisis en el servicio de Microanálisis del Centro de Química 
Orgánica “Manuel Lora Tamayo”. 
 
El aislamiento de fracciones peptídicas se llevó a cabo mediante RP-HPLC 
preparativo. Se empleó un cromatógrafo constituido por una bomba Delta 600 (Waters), un 
controlador de las bombas Controller 600 (Waters), un inyector automático modelo 717 
plus (Waters) y un detector de fotodiodos alineados 996 (Waters), acoplado a un colector 
de fracciones automático Fraction colector II (Waters).  
 
Se preparó una solución de concentración 40 mg/mL del liofilizado del extracto 
obtenido y se filtró a través de filtros de 0,45 µm (Millipore). Se inyectaron 200 µL de la 
muestra en una columna Nova-Pack HR C18, de dimensiones 7,8 × 300 mm (Waters). La 
separación se llevó a cabo a una temperatura controlada de 30ºC. Las fases móviles A y B 
fueron mezclas de agua:TFA (0,1%) y acetonitrilo:TFA (0,1%). El gradiente empleado fue 
lineal del 1 al 20% del solvente B en 55 minutos y del 20 al 40% en 40 minutos. El flujo 
fue de 4 mL/minuto. 
  
Las fracciones más activas fueron analizadas mediante HPLC acoplada a ESI-MS. 
El equipo de HPLC empleado fue un HP Agilent 1100 (Agilent Technologies, Alemania), 
constituido por una bomba cuaternaria (Agilent Serie 1100), un detector de longitud de 
onda variable (Agilent Serie 1100), en combinación con un inyector automático Agilent 
Serie 1100 y un programa de adquisición y procesado de datos (ChemStation para LC 3D, 
Agilent Technologies).  
 
Se inyectaron 50 µL de la fracción en la columna Hi-Pore C18, 5 µm, de 
dimensiones 250 × 4,6 mm (Bio-Rad Laboratories). Los solventes A y B estaban 
constituidos por una mezcla de agua: TFA (1000:0,37) y acetonitrilo:TFA (1000:0,27), 
respectivamente. Las muestras eluyeron a un flujo de 0,8 mL/min, empleando un gradiente 
lineal del solvente B en A del 0 al 10% en 10 minutos, del 10 al 30% en 10 minutos y del 
30 al 70% en 5 minutos. La absorbancia se monitorizó a 214 nm.  
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El análisis de las masas se realizó mediante MS en un cuadrupolo de trampa iónica 
Esquire-LC (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania). El flujo en el interior del 
nebulizador del electrospray fue de aproximadamente 20 µL/min y se empleó nitrógeno 
como gas nebulizador y de secado. La presión de helio se mantuvo a 60 psi. El intervalo de 
adquisición (m/z) fue de 100-3000 uma. Los iones fueron escaneados a una velocidad de 
13000 Da/seg.  
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2.4.  PREPARACIÓN DE LECHES FERMENTADAS CON ACTIVIDAD 
INHIBITORIA DE LA ACE 
 
2.4.1.     Bacterias lácticas 
 
Se seleccionaron siete cepas de bacterias lácticas, seis de ellas pertenecientes al 
género Lactobacillus y una perteneciente al género Streptococcus. Estas cepas se 
obtuvieron de la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de 
Valencia. En la Tabla 11 se detallan las cepas de las bacterias lácticas y las condiciones de 
cultivo. 
 
Tabla 11. Cepa de las bacterias lácticas y condiciones de cultivo 
 
Cepa bacteriana Nº Cepa Medio de cultivo Temperatura 
Lactobacillus plantarum 4645 MRS 37ºC 
Lactobacillus helveticus 402 MRS 37ºC 
Lactobacillus rhamnosus 287T MRS 37ºC 
Lactobacillus casei 475T MRS 37ºC 
Lactobacillus delbrueckii  
subsp. bulgaricus 
4005T MRS 37ºC 
Lactobacillus johnosonii 289 MRS 37ºC 
Streptococcus thermophilus 801 
Infusión cerebro 
corazón 
37ºC 
 
 
El liofilizado de las cepas pertenecientes al género Lactobacillus se resuspendió en 
500 µL del medio de cultivo estéril Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Pronadisa, Madrid, 
España). El liofilizado de Streptococcus thermophilus se resuspendió en 500 µL del medio 
de cultivo estéril caldo infusión cerebro corazón (Pronadisa). Las bacterias se inocularon al 
0,5% en su medio de cultivo y los tubos se incubaron a 37ºC durante 24 horas. Estas 
suspensiones bacterianas se conservaron añadiendo glicerol estéril al medio hasta una 
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concentración final de glicerol del 17%, a una temperatura de –20ºC hasta los posteriores 
análisis. 
 
2.4.2.     Curvas de crecimiento 
 
Las suspensiones bacterianas se inocularon al 1% en el medio de cultivo MRS o 
caldo infusión cerebro corazón, según la cepa bacteriana. La incubación se llevó a cabo a 
37ºC durante 24-36 horas. Se tomaron alícuotas de la suspensión a distintos tiempos de 
incubación, midiendo la absorbancia a 600 nm en el equipo UV-120-01 (Shimadzu).  
 
La población de bacterias lácticas viables se determinó por recuento de colonias en 
placas de MRS-Agar (1,5%) o caldo infusión cerebro corazón-Agar (1,5%). El banco de 
diluciones se realizó en solución salina 0,9%. Las placas se sembraron en masa y se 
incubaron a 37ºC durante 48 horas. Los resultados se expresaron en unidades formadoras 
de colonia ufc/mL de medio de cultivo. Estos análisis también sirvieron para comprobar la 
pureza del cultivo. 
 
Se tomaron fotografías de las placas con la cámara digital DC-265 (Eastman Kodak 
Company, New Yersey, USA), que se procesaron con el programa Adobe PhotodeLuxe 
Edition 1.0. La observación de las cepas bacterianas se realizó en fresco a partir de las 
placas de cultivo sólido utilizando microscopía óptica mediante la técnica de contraste 
interferencial de Nomarsky. Se empleó el microscopio Aristoplan (Wild Leitz, Suiza) al 
que se acopló la cámara digital DC-200 (Leica, Suiza). El procesado de las imágenes se 
llevó a cabo con el programa IM-500 (Leica). 
 
2.4.3.     Fermentación de la leche y del concentrado de proteínas de suero 
 
Se adquirió del comercio una muestra de leche de vaca desnatada esterilizada por 
tratamiento UHT.  
 
A partir del suero de quesería dulce de leche de oveja, se obtuvo el concentrado de 
proteínas de suero. Para ello, el pH del suero se ajustó a 4,6 con ácido clorhídrico 2 N y se 
centrifugó a 4500 × g durante 20 minutos a 5ºC, filtrando el sobrenadante. El suero 
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obtenido fue ultrafiltrado, empleando un equipo de ultrafiltración MinitianTM (Millipore) y 
membranas de 10000 Da de tamaño de poro (Millipore), hasta conseguir una reducción de 
volumen de tres veces el volumen inicial del suero. Posteriormente, el suero se liofilizó y 
se conservó a –20ºC. Se preparó una solución del liofilizado al 10% (p/v) en un tampón 
fosfato potásico 0,2 M de pH 8,0 y se pasteurizó por tratamiento térmico a 85ºC durante 5 
min. 
 
Las suspensiones bacterianas se inocularon al 1% en el medio de cultivo adecuado 
para cada cepa. Tras la incubación durante 24-48 horas a 37ºC, las suspensiones 
bacterianas se inocularon al 1% en la leche y en la solución del concentrado de proteínas 
de suero. El proceso fermentativo tuvo lugar a 37ºC durante 6, 24, 48 y 72 horas. 
 
2.4.4.     Determinación de la actividad inhibitoria de la ACE 
 
La fracción peptídica de la leche y del concentrado de proteínas de suero 
fermentados se obtuvo siguiendo el método de Nakamura y col., (1995). El pH de los 
productos fermentados se ajustó a 4,0 con ácido clorhídrico 1 N. Tras la centrifugación a 
6000 × g durante 10 minutos a 5ºC, el sobrenadante se filtró mediante papel Whatman nº 
41. Posteriormente, el pH se ajustó a 8-8,5 con hidróxido sódico 1 N y se centrifugó a 6000 
× g durante 10 minutos a 5ºC, filtrando el sobrenadante obtenido a través de papel 
Whatman nº 41.  
 
Se determinó la actividad inhibitoria de la ACE en las fracciones peptídicas 
obtenidas siguiendo la metodología detallada en el apartado 2.1.4. 
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3.1.     AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE PÉPTIDOS INHIBIDORES 
DE LA ACE DERIVADOS DE LA β-LG OVINA Y CAPRINA 
 
En nuestro país, la elaboración de queso se realiza fundamentalmente con leche de 
oveja y de cabra, lo que supone la producción del suero de estas especies de forma 
mayoritaria. Sin embargo, hasta la actualidad se han llevado a cabo pocos estudios 
encaminados a la obtención de péptidos inhibidores de la ACE a partir de leche ovina y 
caprina. Por esta razón, nuestro estudio se ha centrado en el aislamiento y la 
caracterización de péptidos con actividad inhibitoria de la ACE procedentes de la β-Lg 
ovina y caprina, obtenida a partir de suero de quesería ácido y dulce. 
 
3.1.1.     Obtención y análisis de la β-Lg ovina y caprina 
 
El contenido proteico de los liofilizados de la β-Lg, obtenida a partir de suero ácido 
y dulce de leche de oveja y de suero ácido de leche de cabra (apartado 2.1.2) se determinó 
mediante el método del BCA, descrito en el apartado 2.1.2.1. Los valores obtenidos fueron 
del 77,0 y del 75,6% para los liofilizados de β-Lg ovina procedente de suero ácido y dulce, 
respectivamente y del 72,4% para el liofilizado de β-Lg caprina. 
 
El análisis de las preparaciones de β-Lg se realizó mediante IEF, EC y RP-HPLC. 
En la Figura 3 se muestra el perfil electroforético de la β-Lg obtenido mediante IEF, 
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.1.2.3. La preparación de la β-Lg ovina 
obtenida a partir de suero ácido (calles 2 y 3) se resolvió en dos bandas con puntos 
isoeléctricos de 5,27 y 5,44, que correspondieron a las variantes genéticas A y B, 
respectivamente (Bell y McKenzie, 1967). La β-Lg obtenida a partir de suero dulce de 
leche de oveja también mostró estas dos bandas (calle 4), siendo más intensa la banda 
correspondiente a la variante A con respecto a la correspondiente a la variante B. La 
preparación de la β-Lg caprina obtenida a partir de suero ácido se resolvió en una única 
banda, con un punto isoeléctrico de 6,03 (calle 5), correspondiente a la única variante 
genética descrita para esta proteína (Ng-Kwai-Hang y Grosclaude, 1992). 
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Figura 3. Electroforegrama obtenido mediante IEF de la β-Lg ovina y caprina. Calle 1, 
Kit de puntos isoeléctricos. Calle 2, β-Lg ovina de suero ácido (5 mg/mL). Calle 
3, β-Lg ovina de suero ácido (10 mg/mL). Calle 4, β-Lg ovina de suero dulce (5 
mg/mL). Calle 5, β-Lg caprina de suero ácido (5 mg/mL) 
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Al analizar la β-Lg ovina y caprina mediante EC, siguiendo el método descrito en 
el apartado 2.1.2.4., se obtuvieron resultados similares (Figura 4). Se observaron las dos 
variantes genéticas A y B de la β-Lg obtenida a partir de suero ovino, con un mayor 
enriquecimiento de la variante A sobre la variante B en la β-Lg obtenida a partir de suero 
dulce. El CMP fue observado en el electroforegrama correspondiente a la β-Lg ovina 
obtenida a partir de suero dulce, no habiéndose detectado en el gel de IEF debido a su baja 
capacidad de fijación del colorante Coomassie Blue. 
 
El análisis de la β-Lg ovina y caprina también se llevó a cabo mediante RP-HPLC, 
siguiendo el método descrito en el apartado 2.1.2.2., obteniéndose resultados análogos a 
los obtenidos por las técnicas electroforéticas. El pico correspondiente a la β-Lg presentó 
un tiempo de retención de 60 minutos. La pureza de los preparados de β-Lg, expresada 
como porcentaje del área total del cromatograma, fue del 99,9 y del 92,9%, para la β-Lg 
obtenida a partir de suero ácido ovino y caprino, respectivamente. La pureza de la 
preparación de la β-Lg ovina procedente de suero dulce fue del 72,6%, observándose el 
mayor enriquecimiento de la variante A sobre la B y la presencia del CMP.  
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Figura 4. Electroforegramas de a) β-Lg ovina de suero ácido y b) β-Lg ovina de suero 
dulce, obtenidos mediante EC 
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3.1.2.     Hidrólisis de la β-Lg ovina y caprina. Análisis de los hidrolizados mediante 
RP-HPLC 
 
 La hidrólisis de la β-Lg ovina y caprina se llevó a cabo mediante dos enzimas de 
origen digestivo, tripsina y quimotripsina, y dos enzimas de origen microbiano, proteinasa 
K y termolisina, siguiendo el método descrito en el apartado 2.1.3. La incubación tuvo 
lugar durante 48 horas, tomándose muestras a los 30 minutos, 2, 8, 24, 36 y 48 horas. La 
inactivación de las enzimas en cada unas de las muestras se consiguió mediante 
tratamiento térmico.  
 
La evolución de la hidrólisis se monitorizó mediante RP-HPLC, empleando el 
método descrito en el apartado 2.1.2.2. La β-Lg intacta apareció al final del cromatograma, 
con un tiempo de retención de 60 minutos. Tras la hidrólisis, los péptidos liberados 
aparecieron con tiempos de retención en el intervalo entre 0 y 45 minutos, variable en 
función de la enzima proteolítica responsable de la hidrólisis y del tiempo de incubación. 
 
La acción de la tripsina sobre la β-Lg provocó la disminución del área del pico de la 
proteína tras los primeros 30 minutos de incubación, desapareciendo totalmente a las 2 
horas. Dalgalarrondo y col., (1990) habían descrito la permanencia de un 21% de la β-Lg 
bovina intacta tras 2 horas de hidrólisis. Estos autores emplearon un tampón Tris-HCl 0,1 
M a pH 8,0 y una relación E/S del 1%. La adición de calcio a una concentración de 0,01 M 
en nuestro tampón de reacción pudo favorecer el incremento de la velocidad de acción de 
la tripsina sobre la β-Lg, ya que se ha comprobado que la unión del calcio a la enzima 
provoca un cambio conformacional en la misma, lo que favorece la acción sobre el sustrato 
(Baumy y Brulé, 1988). Durante las primeras horas de hidrólisis se liberaron fragmentos de 
mayor hidrofobicidad, que tras una incubación más prolongada se hidrolizaron dando lugar 
a fragmentos más hidrofílicos, con tiempos de retención inferiores. De manera similar, en 
el cromatograma del hidrolizado tríptico de la β-Lg bovina en los primeros minutos de 
incubación, Dalgalarrondo y col., (1990) habían observado dos picos, uno de ellos 
correspondiente al fragmento f(15-40) y otro correspondiente al fragmento constituido por 
los péptidos f(41-69) + f(149-162), unidos entre sí por el puente disulfuro Cys66-Cys160.  
Estos dos picos desaparecieron totalmente tras dos horas de incubación, debido a la ruptura 
de los péptidos y la consecuente formación de péptidos de menor tamaño. 
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La quimotripsina actuó de manera más gradual sobre la β-Lg, por lo que fueron 
necesarias 24 horas de incubación para la desaparición total de la proteína. Reddy y col., 
(1988) habían descrito como factores determinantes en la resistencia de la β-Lg a la acción 
de la quimotripsina, tanto la estructura como la estabilidad conformacional de dicha 
proteína. El perfil peptídico del hidrolizado varió durante las primeras 24 horas de 
incubación, liberándose fragmentos más hidrofílicos, con tiempos de retención entre 0 y 30 
minutos, no susceptibles a la acción de la enzima, por lo que el perfil se mantuvo similar a 
las 36 y 48 horas de hidrólisis.  
 
Las enzimas microbianas actuaron más rápidamente sobre la β-Lg que las enzimas 
digestivas. En la Figura 5 se muestran los cromatogramas de los hidrolizados de la β-Lg 
caprina por la termolisina. A los 30 minutos de incubación, la β-Lg había desaparecido 
totalmente. Sin embargo, Schmidt y Poll, (1991) no habían observado la hidrólisis total de 
esta proteína hasta las 23 horas de incubación. Estos autores llevaron a cabo la hidrólisis en 
un tampón Tris-HCl 0,1 M, de pH 8,0 a 30ºC, añadiendo la enzima en una relación E/S del 
0,1%. La mayor velocidad de acción de la termolisina en nuestro estudio pudo ser debida a 
la mayor temperatura de incubación y a la mayor relación E/S empleada (0,5%). Además, 
la resistencia de la termolisina a altas temperaturas pudo impedir su inactivación mediante 
el tratamiento térmico aplicado en nuestro estudio, por lo que el tiempo de acción de la 
enzima sobre la proteína pudo ser superior a los 30 minutos. Se ha comprobado que la 
adición de calcio al medio de reacción favorece la estabilidad de la termolisina (Fontana, 
1988), pero no incrementa su actividad enzimática. Los fragmentos peptídicos liberados 
desde el inicio de la reacción fueron de pequeño tamaño, con tiempos de retención entre 0 
y 20 minutos. El perfil cromatográfico varió durante las primeras 8 horas de incubación, 
manteniéndose similar a tiempos posteriores, lo que se debió a la ausencia en los péptidos 
formados durante los primeros estadios de la hidrólisis de enlaces peptídicos susceptibles a 
la acción de la termolisina. 
 
La proteinasa K actuó de manera similar a la termolisina, hidrolizando totalmente la 
β-Lg a los 30 minutos de incubación. Esta rapidez de acción de la proteinasa K ya había 
sido observada por Schmidt y Poll (1991), que tras 30 minutos no detectaron en el gel de 
electroforesis la presencia de la β-Lg ni de péptidos de gran tamaño. El empleo en el 
tampón de reacción de una solución de bicarbonato amónico 0,1 M, de pH 8,0, y la 
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Figura 5. Perfiles cromatográficos de (a) β-Lg caprina y de sus hidrolizados con 
termolisina a las (b) 2 horas, (c) 8 horas, (d) 24 horas y (e) 48 horas de 
incubación, obtenidos mediante RP-HPLC 
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incubación a menor temperatura y con menor relación E/S empleada por estos autores no 
afectaron a la capacidad proteolítica de la proteinasa K. El perfil cromatográfico de los 
hidrolizados con proteinasa K varió durante las primeras 24 horas de incubación, 
manteniéndose similar a las 36 y 48 horas. 
 
3.1.2.1.     Perfil peptídico de los hidrolizados 
 
Debido a los cambios producidos en el perfil peptídico de los hidrolizados de la β-
Lg por las cuatro enzimas durante las primeras 8-24 horas de incubación y la homología de 
este perfil a tiempos posteriores, 36 y 48 horas, se seleccionaron los hidrolizados obtenidos 
a las 24 horas para llevar a cabo el análisis del perfil peptídico. La identificación de los 
péptidos eluidos por RP-HPLC y que contenían aminoácidos aromáticos en su estructura se 
realizó de acuerdo con el protocolo de Bartolomé y col., (1997). Para ello, se determinaron 
varios parámetros espectrales, como el máximo de absorción del espectro original (valor de 
la longitud de onda del máximo del espectro original), el intervalo de convexidad de la 
banda espectral (distancia entre el máximo y el mínimo de la 1ª derivada del espectro) y los 
máximos de la 2ª derivada (valor de la longitud de onda del máximo principal de la 2ª 
derivada del espectro). Estos parámetros espectrales permitieron detectar la presencia de 
aminoácidos aromáticos en los fragmentos peptídicos. Debido a la influencia descrita por 
Cheung y col., (1980) de los aminoácidos aromáticos e hidrofóbicos sobre la actividad 
inhibitoria de la ACE de los péptidos, la identificación de estos aminoácidos en los 
péptidos eluidos mediante RP-HPLC podría servir de información para el posterior 
aislamiento y caracterización de las fracciones activas.  
 
En la Figura 6 se muestran los cromatogramas correspondientes a los hidrolizados 
trípticos de la β-Lg ovina y caprina de suero ácido y dulce a las 24 horas de incubación, 
observándose diferencias entre ellos, tanto cualitativas como cuantitativas. En el 
cromatograma del hidrolizado de la β-Lg ovina se observaron 21 picos, con mayores 
intensidades en el correspondiente al de la β-Lg de suero ácido. Esto fue debido a la mayor 
pureza de esta preparación de β-Lg. La secuencia de la β-Lg bovina presenta 17 enlaces 
peptídicos en los que la Lys o la Arg aportan el grupo carbonilo, por lo que son 
susceptibles a la acción de la tripsina (Chobert y col., 1991) y pueden permitir la formación 
de 16 fragmentos peptídicos. Sin embargo, el enlace Lys47-Pro48 no se ha descrito como 
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Figura 6. Perfiles peptídicos de los hidrolizados trípticos de (a) β-Lg ovina de suero 
dulce, (b) β-Lg ovina de suero ácido y (c) β-Lg caprina de suero ácido a las 24 
horas de incubación, obtenidos mediante RP-HPLC 
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sensible a la hidrólisis tríptica. La secuencia de la β-Lg ovina no presenta nuevos enlaces 
peptídicos susceptibles a la acción de la tripsina, por lo que el número de fragmentos 
esperados sería el mismo que en el hidrolizado de la β-Lg bovina. Sin embargo, en el 
cromatograma se observó un mayor número de picos, constituidos posiblemente por los 
péptidos procedentes de la acción sobre la proteína de la quimotripsina, enzima presente en 
cantidades traza en la solución de tripsina. En el cromatograma de la β-Lg ovina 
procedente de suero dulce se observaron diferencias con respecto al de la β-Lg de suero 
ácido, fundamentalmente en la región de los picos 7 y 8 y en el pico 11 que se desdobló en 
dos picos. La secuencia del CMP presenta tres Lys susceptibles a la acción de la tripsina, lo 
que pudo conducir a la liberación de nuevos fragmentos, que podrían eluir aislados o 
combinados con los péptidos derivados de la β-Lg. En el cromatograma del hidrolizado de 
la β-Lg caprina, aparecieron dos nuevos picos, enumerados como 2’ y 2’’. Teniendo en 
cuenta la secuencia de la β-Lg de cabra, estos dos nuevos picos podrían corresponder a los 
fragmentos f(125-130) y f(131-135), liberados tras la acción de la tripsina sobre el enlace 
130-131 del péptido TPEVDKEALEK f(125-135), en el que el grupo carbonilo es 
aportado por el aminoácido Lys, que sustituye al aminoácido Asn en la secuencia de la β-
Lg ovina.  
 
Los péptidos que eluyeron al final del análisis cromatográfico de la β-Lg ovina y 
caprina de suero ácido y con mayor intensidad estaban constituidos por aminoácidos 
aromáticos. Los picos 19 y 21 contenían el aminoácido Tyr, el pico 17 contenía el 
aminoácido Phe y los picos 11, 13 y 14 contenían el aminoácido Trp, sólo o combinado 
con Phe y/o Tyr. El resto de los picos no contenían aminoácidos aromáticos. Así, los picos 
2’ y 2’’, observados en el cromatograma de la β-Lg caprina no contenían aminoácidos 
aromáticos, lo que apoyó la hipótesis de la presencia de los fragmentos f(125-130) y f(131-
135) en estos picos. En el hidrolizado de la β-Lg ovina de suero dulce, los picos de mayor 
señal de intensidad, 7, 13 y 14 contenían aminoácidos aromáticos combinados y los picos 8 
y 18 no tenían aminoácidos aromáticos, al igual que los picos de señal de absorbancia 
menos intensa.  
 
 
                                       Resultados y Discusión 
 109
La proteinasa K hidroliza aquellos enlaces peptídicos en los que el grupo carbonilo 
es cedido preferentemente por un aminoácido aromático o hidrofóbico. Por esta razón, 
muchos de los fragmentos liberados contenían aminoácidos aromáticos en su secuencia, 
como los presentes en los picos 7, 9, 12 y 13 (Figura 7). A pesar del alto contenido de 
aminoácidos susceptibles a la hidrólisis en la secuencia de la β-Lg, sólo se observaron en el 
cromatograma 16 picos. Esto pudo deberse al solapamiento de péptidos que presentaron el 
mismo tiempo de retención o a la existencia de enlaces, teóricamente susceptibles a la 
acción de la proteinasa K, pero no accesibles a la enzima. Las diferencias entre los perfiles 
peptídicos del hidrolizado de β-Lg ovina y caprina procedente de suero ácido a las 24 
horas de incubación con la proteinasa K fueron principalmente cualitativas, y pudieron ser 
debidas a la susceptibilidad o resistencia de los enlaces peptídicos a la acción de la enzima, 
en función de la estructura conformacional de la proteína. En el hidrolizado de la β-Lg 
ovina se observaron los picos 5 y 6, que no aparecieron en el cromatograma del hidrolizado 
de la β-Lg caprina, en el que aparecieron tres nuevos picos, 3’, 4’ y 9’, compuestos por 
aminoácidos aromáticos. Los picos de mayor señal de intensidad contenían aminoácidos 
aromáticos, como Phe en el pico 9, Trp, sólo o combinado con Tyr y/o Phe en los picos 12 
y 13 y Tyr en el pico 4. Los picos 6 y 8 no contenían aminoácidos aromáticos. En el 
cromatograma del hidrolizado de la β-Lg ovina procedente de suero dulce, los picos 
mayoritarios, 9, 12 y 13 contenían aminoácidos aromáticos. Además, se observó la 
formación de un nuevo fragmento peptídico (pico 1), posiblemente debido a la acción de la 
proteinasa K sobre el CMP. El resto de péptidos procedentes de este macropéptido podrían 
haber eluido junto a los péptidos derivados de la β-Lg. 
 
La termolisina hidroliza los enlaces peptídicos X-Y-Z, en los que X puede ser Leu, 
Phe, Ile, Val, Met y Ala y Z no debe ser Pro. El número de péptidos que pueden liberarse a 
partir de la β-Lg tras la acción de esta enzima es muy elevado debido a la gran cantidad de 
enlaces peptídicos teóricamente susceptibles a la hidrólisis. Muchos de estos péptidos 
pueden contener aminoácidos aromáticos en su composición. En los cromatogramas 
correspondientes a los hidrolizados de la β-Lg por la termolisina a las 24 horas de 
incubación se observaron 17 picos, con diferencias fundamentalmente cuantitativas entre 
los cromatogramas según la especie y el tipo de suero a partir del cual se obtuvo la β-Lg 
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Figura 7. Perfiles peptídicos de los hidrolizados por la proteinasa K de (a) β-Lg  ovina de 
suero dulce, (b) β-Lg  ovina de suero ácido y (c) β-Lg caprina de suero ácido a 
las 24 horas de incubación, obtenidos mediante RP-HPLC  
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(Figura 8). Los picos del hidrolizado de la β-Lg ovina procedente de suero ácido 
presentaron mayor intensidad, debido a la mayor pureza de la preparación de β-Lg. Los 
aminoácidos aromáticos se identificaron en el pico 1, que contenía Tyr y Phe, en los picos 
y 7, que tenían Phe, el pico 6, que contenía Tyr y los picos 8, 10, 13, 14 y 15, que 
contenían Trp, sólo o en combinación. Los picos mayoritarios del cromatograma del 
hidrolizado de la β-Lg ovina de suero dulce fueron los picos 4 y 7, que tenían Phe, el pico 
6, que contenía Tyr y el pico 13, en el que se identificó la presencia de Trp, sólo o 
combinado con Phe o Tyr. En el hidrolizado de la β-Lg caprina, el pico 6 se desdobló en 
dos picos, uno de ellos contenía Tyr, similar al identificado en el hidrolizado de la β-Lg 
ovina y otro que no presentó aminoácidos aromáticos. El pico 7 contenía Phe y en los picos 
11 y 13 se identificó el aminoácido Trp, sólo o combinado con Phe o Tyr.  
 
Tras esta primera identificación de los aminoácidos aromáticos presentes en los 
péptidos liberados tras la hidrólisis de la β-Lg por las cuatro enzimas empleadas en el 
estudio, cuya influencia en la actividad inhibitoria de la ACE ha sido descrita por distintos 
autores, sería necesaria la confirmación de los resultados obtenidos mediante procesos de 
aislamiento y caracterización de dichos péptidos. 
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Figura 8. Perfiles peptídicos  de los hidrolizados con termolisina de la (a) β-Lg ovina de 
suero dulce, (b) β-Lg ovina de suero ácido y (c) β-Lg caprina de suero ácido a 
las 24 horas de incubación, obtenidos mediante RP-HPLC 
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3.1.3.     Determinación de la actividad inhibitoria de la ACE 
 
Para llevar a cabo la determinación de la actividad inhibitoria de la ACE, fue 
necesario optimizar las condiciones del método descrito por Kim y col., (1999). Se 
estudiaron los distintos factores que afectaban a la reacción de la ACE, como la 
concentración de sustrato HHL, el tampón de reacción, el tiempo de incubación y los 
métodos de inactivación de la ACE y de extracción del ácido hipúrico. Se realizaron unos 
primeros ensayos determinado la actividad inhibitoria de la ACE en diferentes sustratos de 
naturaleza peptídica y aminoacídica. Inicialmente, se midió la actividad en un derivado 
peptídico, N-succinil-L-prolina. El valor del IC50 obtenido para este compuesto fue de 144 
mg/L. Este valor concuerda con el obtenido por Ondetti y col., (1977) que fue de 135 
mg/L.  
 
Posteriormente y con el objetivo de confirmar la importancia del tamaño y de la 
composición aminoacídica de los péptidos en la unión a los sitios activos de la ACE, se 
determinó la actividad inhibitoria de la ACE de distintos di-péptidos sintéticos, 
constituidos por al menos un aminoácido aromático y/o con la posición de los dos 
aminoácidos alternada. Se prepararon soluciones de los dipéptidos de concentración 
peptídica aproximada 2 mg/mL. Los valores de la relación entre el porcentaje de inhibición 
de la ACE y la concentración peptídica se muestran en la Figura 9. Los valores más 
elevados se observaron en los dipéptidos con Phe, Tyr y Trp en el extremo C-terminal, 
excepto en el dipéptido Gly-Phe. Estos resultados confirmaron la importancia de la 
presencia de aminoácidos aromáticos en esta posición para favorecer la unión del péptido a 
los sitios activos de la ACE (Cheung y col., 1980). La combinación de dos aminoácidos 
aromáticos incrementó la actividad inhibitoria de la ACE, alcanzándose valores de 79,3 en 
el dipéptido Phe-Phe, de 93,5 en el dipéptido Tyr-Tyr y de 98,9 en el dipéptido Phe-Tyr. El 
dipéptido Lys-Phe presentó un valor de 77, en relación al 46,95 del dipéptido Gly-Phe, lo 
que confirmó la contribución del grupo ε-amino de la Lys a la potencia inhibitoria del 
péptido (Cheung y col., 1980). 
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Figura 9. Relación entre el porcentaje de inhibición de la ACE (%) y la concentración 
peptídica (µM) de di-péptidos sintéticos 
 
 
Además, se quiso comprobar la necesidad del enlace peptídico en la unión del 
péptido al sitio activo de la ACE y en la consecuente inhibición de su actividad. Para ello, 
se prepararon soluciones de los aminoácidos sintéticos, Asp, Glu, Phe, Tyr, Leu, Ser, Cys, 
Met, Pro y Val, en una concentración aproximada de 2 mg/mL, determinándose el 
porcentaje de inhibición de la ACE. Todos los aminoácidos estudiados presentaron 
porcentajes de inhibición menores al 10%, a excepción de la Cys, que a la concentración 
estudiada inhibió el 100% de la actividad de la ACE. El valor del IC50 de la Cys fue de 
0,47 µM (y=32,448Ln(x) + 74,263; R2=0,9888). Según Cushman y Cheung, (1971), los 
dos electrones desapareados del azufre de este aminoácido se fijan al zinc, lo retiran del 
medio y evitan su participación en la reacción enzimática, por lo que dicha reacción no se 
produce. Para comprobar este mecanismo de acción, se determinó la actividad inhibitoria 
de la ACE del aminoácido Met, que contiene el grupo azufre metilado. El porcentaje de 
inhibición de este aminoácido fue inferior al 2%, lo que demostró que la unión al zinc no 
era el mecanismo de acción de la Cys. Los estudios de Das y Soffer, (1975) habían 
revelado la capacidad de la Cys para formar enlaces disulfuro con aquellas enzimas que 
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contienen grupos sulfhidrilo libres. La ACE presenta estos grupos, por lo que la formación 
de estos enlaces desestabilizaría su estructura, impidiendo la actividad sobre el sustrato. 
 
Una vez optimizadas las condiciones del proceso, detalladas en el apartado 2.1.4., 
se llevó a cabo la determinación de la actividad inhibitoria de la ACE en los hidrolizados 
de la β-Lg ovina y caprina por la acción de las cuatro enzimas y a los distintos tiempos de 
incubación. Previamente, y con el fin de confirmar la acción inhibitoria de la ACE de los 
péptidos, se llevó a cabo el estudio de la actividad en la β-Lg ovina y caprina, previa a la 
hidrólisis, a la misma concentración proteica (3 mg/mL) de la que se partió en la 
preparación de los hidrolizados. Los porcentajes de inhibición de la ACE fueron inferiores 
al 2%. Mullally y col., (1997a) habían descrito porcentajes de inhibición del 9% en la β-Lg 
bovina comercial. Estos resultados confirmaron, por tanto, la necesidad de un proceso de 
hidrólisis que permitiera la liberación de péptidos con actividad inhibitoria de la ACE 
desde su estado inactivo en la proteína precursora. 
 
En la Tabla 12 se muestran los porcentajes de inhibición de la ACE en los 
hidrolizados de la β-Lg ovina y caprina procedentes de suero ácido y dulce con las cuatro 
proteasas y a los distintos tiempos de incubación. La evolución de la actividad inhibitoria 
de la ACE con respecto al tiempo de incubación de la β-Lg ovina y caprina con la tripsina 
se muestra en la Figura 10. A los 30 minutos de incubación ya pudo detectarse la presencia 
de actividad inhibitoria de la ACE, principalmente en el hidrolizado de la β-Lg caprina, a 
pesar de no haberse hidrolizado totalmente la proteína. Estos resultados confirmaron que 
bajos grados de hidrólisis son suficientes para la liberación de péptidos bioactivos 
(Mullally y col., 1997a). El incremento de la actividad se observó para todos los 
hidrolizados, siendo más notable en el hidrolizado de la β-Lg ovina procedente de suero 
ácido. Sin embargo, los valores máximos de actividad inhibitoria de la ACE, alcanzados a 
las 24 horas, fueron similares para los tres hidrolizados, superiores al 70%. Sin embargo, 
Mullaly y col., (1997b) habían descrito los mayores porcentajes de inhibición de la ACE en 
los hidrolizados trípticos de la β-Lg bovina a las 4 horas de incubación. Esto pudo ser 
debido a la mayor concentración de la solución de proteína (8%, p/v) empleada por estos 
autores. Tras estas primeras 24 horas, la actividad inhibitoria de la ACE descendió, de 
manera más acusada en los hidrolizados de la β-Lg ovina y caprina procedente de suero 
 Tabla 12. Actividad inhibitoria de la ACE (%) con respecto al tiempo de hidrólisis de los hidrolizados de la β-Lg ovina y caprina por la 
acción de la tripsina, quimotripsina, proteinasa K y termolisina   
 
 
Tiempo de 
hidrólisis (h)
Actividad inhibidora de la ACE (%) 
 Tripsina Quimotripsina Proteinasa K Termolisina 
 β-Lga 
ovina 
β-Lgb 
ovina 
β-Lg  
caprina 
β-Lga 
ovina 
β-Lgb 
ovina 
β-Lg 
caprina 
β-Lga 
ovina 
β-Lgb 
ovina 
β-Lg 
caprina 
β-Lga 
ovina 
β-Lgb 
ovina 
β-Lg 
caprina 
0,5 35,1 44,5 62,7 27,0 38,9 36,0 78,1 80,3 63,5 81,5 84,3 91,2 
2 48,5 --- 67,3 34,0 56,8 50,5 85,3 91,1 58,0 84,7 82,5 89,6 
8 57,5 68,4 64,9 46,9 65,3 55,1 84,0 75,9 73,9 80,0 77,0 84,5 
24 77,3 69,8 73,9 51,9 75,6 66,4 79,4 87,8 76,0 72,7 66,2 81,7 
36 70,3 74,6 59,7 69,2 62,7 64,7 67,6 88,2 36,0 73,4 75,2 81,1 
48 34,2 59,6 41,2 67,9 62,4 66,4 76,8 91,2 37,2 66,4 62,9 83,2 
 
 Valor medio del triplicado (n=3) 
a Obtenida a partir de suero ácido 
b Obtenida a partir de suero dulce 
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Figura 10. Evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
incubación de la β-Lg ovina y caprina con la tripsina 
 
ácido. Esta disminución de la actividad con el tiempo de hidrólisis pudo ser debida a la 
hidrólisis de los péptidos activos formados durante las primeras horas, liberándose 
secuencias inactivas. De manera análoga, Meisel y col., (1997) han descrito la hidrólisis de 
secuencias bioactivas y consecuentemente la disminución de la actividad inhibitoria de la 
ACE en el queso tras largos períodos de maduración.  
 
La evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
incubación de la β-Lg ovina y caprina con la quimotripsina se muestra en la Figura 11. De 
manera similar a los hidrolizados por la tripsina, tras los primeros 30 minutos de 
incubación con la quimotripsina, ya se detectaba actividad. El incremento de dicha 
actividad tuvo lugar para los tres hidrolizados, alcanzándose valores superiores al 65% tras 
24 horas de incubación de la β-Lg ovina de suero dulce y la β-Lg caprina y tras 48 horas 
de incubación de la β-Lg ovina de suero ácido con la enzima pancreática. Tras este tiempo, 
la actividad se mantuvo constante en valores de inhibición de la ACE superiores al 60%. 
Esta persistencia de la actividad pudo deberse a la ausencia de enlaces peptídicos 
susceptibles a la progresiva acción de la quimotripsina, en los péptidos bioactivos 
formados durante los primeros estadios de la hidrólisis. 
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Figura 11. Evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
incubación de la β-Lg ovina y caprina con la quimotripsina 
 
 
Debido a la especificidad proteolítica de la quimotripsina, los péptidos procedentes 
de la β-Lg presentaron aminoácidos aromáticos en el extremo C-terminal. Se ha visto que 
los aminoácidos Trp, Tyr y Phe situados en esta posición favorecen la unión y consecuente 
inhibición de la ACE (Cheung y col., 1980). Por lo tanto, podrían esperarse mayores 
porcentajes de inhibición en los hidrolizados por la quimotripsina con respecto a los de los 
hidrolizados trípticos. Sin embargo, los porcentajes de inhibición de la ACE en los 
hidrolizados de la β-Lg ovina y caprina procedentes de suero ácido fueron inferiores. Esto 
pudo deberse al menor grado de hidrólisis de la β-Lg tras la acción de esta enzima, lo que 
se había observado en los cromatogramas correspondientes a los hidrolizados de la β-Lg 
por la tripsina y quimotripsina, obtenidos tras el mismo tiempo de incubación.  
 
Por el contrario, la actividad inhibitoria de la ACE en el hidrolizado de la β-Lg 
ovina procedente de suero dulce a las 24 horas de incubación fue del 75,6%, similar al 
determinado en el hidrolizado de esta misma proteína por la tripsina. El mayor porcentaje 
de inhibición determinado en este hidrolizado con respecto al del hidrolizado de la β-Lg 
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ovina de suero ácido para el mismo tiempo de incubación pudo ser debido a la 
contribución en la actividad de los fragmentos liberados tras la acción de las enzimas 
digestivas sobre el CMP que acompaña a la β-Lg de suero dulce. Abubakar y col., (1998) 
habían descrito porcentajes de inhibición de la ACE en un hidrolizado de suero de quesería 
por la quimotripsina del 76%. Esta actividad, similar a la determinada en nuestro estudio, a 
pesar de emplear una menor concentración proteica, fue debida a la acción de todos los 
péptidos derivados de las proteínas constituyentes del suero.  
 
La actividad inhibitoria de la ACE en los hidrolizados de la β-Lg obtenidos tras la 
acción de las enzimas microbianas fueron superiores a los observados en los hidrolizados 
digestivos. Estos resultados concuerdan con los descritos por Abubakar y col., (1998) en 
hidrolizados de β-Lg bovina. La evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con 
respecto al tiempo de incubación de la β-Lg ovina y caprina con la proteinasa K se muestra 
en la Figura 12.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
incubación de la β-Lg ovina y caprina con la proteinasa K 
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El comportamiento de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
acción de la proteinasa K fue muy variable en función de la especie de origen de la β-Lg. 
A los 30 minutos de incubación, los porcentajes de inhibición de la ACE fueron muy 
elevados, superando el 63% para los tres hidrolizados y alcanzando el 80% en el 
hidrolizado de la β-Lg ovina de suero dulce. Esta elevada actividad pudo ser debida, tanto 
a la rapidez de acción de la enzima, como a su especificidad proteolítica. La proteinasa K 
actúa muy rápidamente sobre la β-Lg, por lo que esta proteína se había hidrolizado 
totalmente en los primeros minutos de hidrólisis. Esta rapidez de acción se había puesto de 
manifiesto mediante el análisis cromatográfico (apartado 3.1.2.). Además, teniendo en 
cuenta la especificidad de esta enzima y el gran número de enlaces peptídicos presentes en 
la secuencia de la β-Lg y susceptibles a la hidrólisis, podría esperarse que los fragmentos 
formados presentaran bajo peso molecular. Se ha comprobado que los péptidos de pequeño 
tamaño, principalmente di- y tri-péptidos son los que presentan mayor actividad inhibitoria 
de la ACE (Cushman y col., 1977). La actividad se incrementó en los hidrolizados de la β-
Lg ovina procedente de suero ácido y dulce hasta alcanzar valores máximos a las 2 horas 
de incubación, del 85% y del 91%, respectivamente, que se mantuvieron constantes 
durante todo el proceso. Sin embargo, en los hidrolizados de la β-Lg caprina, la actividad 
aumentó gradualmente hasta las 24 horas (76%), disminuyendo de manera acusada a las 36 
y 48 horas de incubación. Las diferencias en la secuencia primaria de la β-Lg caprina con 
respecto a la de la β-Lg ovina pudieron permitir la acción progresiva de la proteinasa K 
sobre los péptidos bioactivos formados en los primeros estadios de la hidrólisis y la 
consecuente pérdida de actividad de los mismos. 
 
La evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
incubación de la β-Lg ovina y caprina con la termolisina se muestra en la Figura 13. Pudo 
observarse una tendencia de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
hidrólisis bastante similar, independientemente de la especie animal de origen de la leche y 
del tipo de suero empleado en la obtención de la β-Lg. Los porcentajes de inhibición más 
elevados se observaron en los hidrolizados obtenidos tras los primeros 30 minutos de 
incubación con la termolisina, con valores superiores al 80% en los hidrolizados de la β-Lg 
ovina y al 90% en los hidrolizados de la β-Lg caprina. Al igual que con la proteinasa K, la 
rapidez de acción y la especificidad de la termolisina permitieron la liberación de péptidos 
                                       Resultados y Discusión 
 121
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con respecto al tiempo de 
incubación de la β-Lg ovina y caprina con la termolisina 
 
 
de pequeño tamaño y carácter hidrofílico, lo que se había puesto de manifiesto en el 
análisis cromatográfico (apartado 3.1.2). Estas características de los péptidos pudieron ser 
las responsables de la elevada actividad inhibitoria de la ACE determinada en los 
hidrolizados por la esta enzima de origen microbiano. A tiempos superiores de hidrólisis, 
la actividad siguió una tendencia descendente en los hidrolizados de la β-Lg ovina. Sin 
embargo, los porcentajes de inhibición al final de la reacción enzimática fueron próximos 
al 65%, lo que determinó la persistencia de péptidos de elevada capacidad inhibitoria de la 
ACE. Esta persistencia fue más notable en el hidrolizado de la β-Lg caprina, para el cual 
los porcentajes de inhibición se mantuvieron prácticamente constante durante todo el 
proceso enzimático.  
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Con el objetivo de comparar de una manera más exacta la actividad de los 
hidrolizados obtenidos, se determinó el valor del IC50 o concentración proteica necesaria 
para inhibir el 50% de la actividad de la ACE en los hidrolizados de la β-Lg ovina y 
caprina a las 24 horas de incubación con las cuatro proteasas empleadas en el estudio. Para 
ello, se prepararon soluciones a partir de los hidrolizados, de concentración proteica 
descendente. El contenido proteico fue determinado mediante el método del BCA. Se 
midió el porcentaje de inhibición de la ACE en cada una de las soluciones, elaborando una 
curva de calibrado y extrapolando el valor del IC50. El análisis de regresión de los valores 
de actividad con respecto al contenido proteico de los hidrolizados de la β-Lg ovina y 
caprina se muestran en la Tabla 13. Los puntos experimentales se ajustaron a una curva 
logarítimica, con coeficientes de determinación (R2) iguales o superiores a 0,9004, excepto 
para el hidrolizado de la β-Lg ovina de suero ácido por la quimotripsina, que fue de 
0,8093. Con las curvas de regresión se extrapoló el valor del IC50, que se detalla en la 
Tabla 14.  
  
Tabla 13. Análisis de regresión logarítmico de los valores de actividad inhibitoria de la ACE respecto al contenido proteico en los 
hidrolizados digestivos y microbianos de la β-Lg ovina y caprina procedente de suero ácido y dulce a las 24 horas de 
incubación (y=a + bLn(x); siendo a la ordenada en el origen, b la  pendiente y R2 el coeficiente de determinación) 
 
 
 Tripsina Quimotripsina Proteinasa K Termolisina 
 a b R2 a b R2 a b R2 a b R2 
β-Lga 
ovina 
89,087 30,672 0,9608 79,662 19,183 0,8093 99,630 23,131 0,9614 122,40 38,511 0,9128 
β-Lgb 
ovina 
92,663 26,219 0,9295 83,832 27,769 0,9584 91,742 12,775 0,9139 117,71 28,866 0,9407 
β-Lga 
caprina 
100,490 35,861 0,9982 82,101 33,878 0,9004 88,375 17,986 0,9964 100,41 27,540 0,9831 
 
 
a Obtenida a partir de suero ácido  
b Obtenida a partir de suero dulce 
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Tabla 14. IC50 de los hidrolizados digestivos y microbianos de β-Lg ovina y caprina a las 
24 horas de incubación 
 
 IC50 (µg hidrolizado de β-Lg/mL) 
Ovina Caprina 
Enzima 
Suero ácido Suero dulce Suero ácido 
Tripsina 278 196 245 
Quimotripsina 213 296 388 
Proteinasa K 117 38 118 
Termolisina 152 81 161 
 
 
Como era de esperar, los valores de IC50 de los hidrolizados obtenidos tras la acción 
de las enzimas microbianas fueron menores a los IC50 de los hidrolizados digestivos. Estos 
resultados indicaron, bien la presencia de secuencias peptídicas con mayor actividad 
inhibitoria de la ACE o bien una mayor concentración de péptidos bioactivos en los 
hidrolizados obtenidos con las enzimas microbianas.  
 
Tras la acción de todas las proteasas, excepto la quimotripsina, se obtuvieron 
hidrolizados con menor valor de IC50 si la β-Lg procedía de suero dulce. Probablemente, 
esta mayor actividad puede ser atribuida a los péptidos inhibidores de la ACE procedentes 
de la hidrólisis del CMP. Sin embargo, Abubakar y col., (1998) habían descrito la 
inapreciable participación del CMP, la lactosa y los minerales en la actividad inhibitoria de 
la ACE de los hidrolizados de suero de quesería. 
 
Como los valores de IC50 más bajos correspondieron a los hidrolizados de β-Lg 
obtenidos con la proteinasa K y la termolisina, optamos por emplear los hidrolizados por la 
termolisina para llevar a cabo la identificación y caracterización de péptidos inhibidores de 
la ACE. La hidrólisis por la termolisina se ha empleado en la obtención de péptidos 
inhibidores de la ACE a partir de músculo de atún (Matsumura y col., 1993), de gallina o a 
partir de proteínas aisladas, como la zeína (Miyoshi y col., 1991) o la ovoalbúmina de 
huevo (Fujita y col., 2000). Debido a la especificidad de la enzima, los distintos autores 
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obtuvieron principalmente péptidos con alta actividad inhibitoria de la ACE, que contenían 
Pro en el extremo C-terminal o en una posición vecina a ésta. Sin embargo, hasta el 
momento no habían sido estudiados los péptidos formados tras la hidrólisis de la β-Lg por 
la termolisina, por lo que pareció de gran interés el aislamiento de péptidos con capacidad 
inhibitoria de la ACE liberados tras la acción de esta enzima de origen microbiano sobre la 
β-Lg. 
 
3.1.4.    Caracterización del hidrolizado de la β-Lg caprina por la termolisina 
mediante HPLC-ESI-MS 
 
En un primer paso se llevó a cabo la caracterización del hidrolizado de la β-Lg 
caprina por la termolisina a las 24 horas de incubación mediante HPLC-ESI-MS, siguiendo 
el método detallado en el apartado 2.1.5.2. El cromatograma obtenido y el espectro de 
iones totales de algunas de las fracciones analizadas se muestran en la Figura 14. Pudieron 
observarse 33 picos en el cromatograma, identificándose tras el análisis por MS uno o más 
iones moleculares en cada uno de ellos. Conociendo la secuencia de la β-Lg caprina y 
empleando una base de datos, con una tolerancia del 0,1%, pudieron identificarse algunos 
de los fragmentos presentes en estos picos.  
 
La secuencia, el fragmento y la masa de los péptidos identificados en este estudio 
se detallan en la Tabla 15. Algunos de los péptidos identificados o partes de ellos han sido 
descritos recientemente en la bibliografía como inhibidores de la ACE. Así, en las 
fracciones 9, 15, 18 y 19 se identificaron varios fragmentos de la zona comprendida entre 
los aminoácidos 94 y 111 de la secuencia de la β-Lg bovina, algunos de ellos descritos por 
Pihlanto-Leppälä y col., (2000) como inhibidores de la ACE. De manera similar, la 
fracción 28 estaba constituida por el péptido f(147-149), de secuencia IRL, definida como 
inhibidora de la ACE por Mullally y col., (1997a).  
 
Tras esta primera identificación, fue necesario aislar las fracciones y caracterizar 
aquellas que fueran responsables de la actividad inhibitoria de la ACE en el hidrolizado de 
la β-Lg caprina por la termolisina. 
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Figura 14. Cromatograma del hidrolizado de β-Lg caprina por la termolisina a las 24 horas y espectro de iones totales de las fracciones 
(a) 8, (b) 13 y (c) 18 
Tabla 15. Masa molecular, fragmento y secuencia de los péptidos del hidrolizado de la β-Lg caprina por la termolisina a las 24 horas de 
incubación, identificados mediante HPLC-ESI-MS 
Nº Fracción Masa observada Masa calculada Fragmento Secuencia peptídica 
4 490,3 490,20 33-37 DAQSA 
6 621,3 621,21 62-67 ENGECA 
8 750,3 
578,4 
520,3 
750,38 
578,27 
520,23 
41-46 
3-7 
115-120 
VYVEEL 
VTQTM 
(Q)SLAC(Q) 
9 659,3 
408,2 
659,28 
408.20 
110-116 
135-138 
(S)AEPEQ(S) 
(K)FD(K) 
13 634,3 
441,3 
634,27 
441,26 
64-69 
47-50 
GECAQK 
KPTP 
15 882,2 881,45 95-101 LDTDYKK 
17 529,4 529,36 138-142 KALKA 
18 981,3 980,52 94-101 VLDTDYKK 
19 605,3 
659,3 
605,28 
639,28 
151-155 
110-116 
FNPTQ 
(S)AEPEQ(S) 
26 888,5 888,39 59-65 QKWENGE 
28 400,3 400,28 147-149 IRL 
33 1196,4 
634,3 
1195,65 
634,27 
146-155 
64-69 
HIRLAFNPTQ 
GECAQK 
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3.1.5.    Aislamiento y caracterización de péptidos inhibidores de la ACE del 
hidrolizado de la β-Lg caprina por la termolisina 
 
Con el fin de aislar e identificar los péptidos derivados de la β-Lg y responsables de 
la actividad inhibitoria de la ACE en el hidrolizado originado tras la acción de la 
termolisina durante 24 horas sobre dicha proteína procedente de suero ácido caprino, se 
llevaron a cabo sucesivas etapas de RP-HPLC a escala semipreparativa, siguiendo el 
método descrito en el apartado 2.1.5.1.  
 
Durante la primera etapa cromatográfica, cuyo perfil peptídico se ha mostrado en la 
Figura 8(c), se recogieron 11 fracciones, enumeradas en el cromatograma como 1, 4, 5, 6, 
7, 8+9, 10, 11, 13, 14 y 15. Se recogió suficiente cantidad de cada una de estas fracciones 
en los sucesivos análisis cromatográficos para determinar la actividad inhibitoria de la 
ACE. Los porcentajes de inhibición de la ACE de estas fracciones se muestran en la Figura 
15.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Actividad inhibitoria de la ACE (%) de las fracciones recogidas a partir del 
hidrolizado de la β-Lg caprina de suero ácido por la termolisina a las 24 horas 
de incubación 
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Las fracciones 1, 6, 7, 8+9, 14 y 15 presentaron porcentajes de inhibición 
superiores al 50%. En el resto de las fracciones recogidas el porcentaje de inhibición fue 
inferior al 50%, no detectándose actividad en la fracción 4. Tras estos resultados, fueron 
seleccionadas las fracciones 1, 6, 7, 8+9, 13, 14 y 15 para llevar a cabo la identificación de 
los péptidos responsables de la actividad inhibitoria de la ACE detectada en dichas 
fracciones. Para ello, fue necesaria una nueva etapa cromatográfica de purificación, en la 
cual las fracciones fueron inyectadas en la columna de RP-HPLC, empleando las mismas 
condiciones, excepto el gradiente del solvente B en A, que fue de menor pendiente. Los 
perfiles peptídicos de las fracciones 1 y 8+9 revelaron la presencia de una compleja mezcla 
de péptidos.  
 
La fracción 6 se resolvió en dos fracciones mayoritarias y bien diferenciadas (6.1 y 
6.2), que se recolectaron para su posterior identificación, mediante MS y secuenciación de 
aminoácidos, análisis que se llevaron a cabo siguiendo los métodos detallados en el 
apartado 2.1.5.3. El perfil cromatográfico de la fracción 6 y los espectros de iones totales 
de ambas subfracciones se muestran en la Figura 16. En la subfracción 6.1 se identificaron 
dos iones moleculares, 480,3 y 561,3, ambos con carga +1, observándose los 
correspondientes iones con carga +2, 240,9 y 281,3, respectivamente. La secuenciación en 
dos ciclos de esta subfracción puso de manifiesto la presencia de dos péptidos, lo que 
confirmó los resultados obtenidos mediante MS. En el primer ciclo, correspondiente al 
aminoácido N-terminal, se observó la existencia de dos aminoácidos, Val y Phe. En el 
segundo ciclo, los picos correspondieron a Asp y Tyr. Teniendo en cuenta la masa 
molecular obtenida mediante MS, los péptidos presentes en esta subfracción fueron 
VDKEA, fragmento f(128-132) y FDKA, fragmento f(136-139). Al analizar la subfracción 
6.2 mediante secuenciación, se observó en el primer ciclo, correspondiente al extremo N-
terminal, tres aminoácidos, Glu, Val y Leu. En el segundo ciclo aparecieron 4 picos, 
correspondientes a los aminoácidos Asn, Thr, Glu y Arg. En el análisis por MS aparecieron 
dos iones moleculares mayoritarios, 715,4 y 601,4, de carga +1 y sus correspondientes 
iones con carga +2. Teniendo en cuenta la secuencia de la proteína y las posibles 
combinaciones, los iones identificados corresponderían a los péptidos VRTPE, fragmento 
f(123-127) y VEELKP, fragmento f(43-48). El resto de aminoácidos identificados podrían 
formar parte de péptidos minoritarios.  
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Los cromatogramas y los espectros de iones totales de las fracciones 7, 13, 14 y 15 
se muestran en la Figura 17. Estas fracciones se resolvieron en el análisis cromatográfico 
como un componente mayoritario, que fue recogido para su posterior identificación y uno 
o dos componentes minoritarios, que fueron descartados. La identificación de los péptidos 
se llevó a cabo de manera similar a la fracción 6, detectándose en la fracción 7 dos iones 
moleculares, 855,4 y 573,4, con carga +1 y sus correspondientes iones con carga +2. Tras 
los resultados obtenidos mediante la secuenciación de aminoácidos se identificaron los 
péptidos presentes en esta fracción, el fragmento f(46-53) de secuencia LKPTPEGN y el 
fragmento f(71-75) de secuencia IIAEK, respectivamente.  
 
En la fracción 13 se detectó un único ión molecular de 393,4. En los dos primeros 
ciclos de la secuenciación se identificaron los aminoácidos Leu y Thr, por lo que teniendo 
en cuenta la secuencia aminoacídica de la β-Lg caprina, el péptido presente en esta 
fracción fue LLF, fragmento f(102-105). La Thr detectada podría formar parte de un 
péptido minoritario de esta fracción. 
 
Por la secuenciación de aminoácidos, en la fracción 14 se identificó como 
aminoácido del extremo amino terminal el aminoácido Val y el aminoácido Leu en la 
posición vecina a este extremo. Teniendo en cuenta el ión molecular detectado por MS de 
489,6, el péptido presente en esta fracción fue LVRT, fragmento f(122-125).  
 
En la fracción 15 el ión molecular detectado fue de 574,5, con carga +1, que 
correspondió al péptido LQKW, fragmento f(58-61) de la β-Lg caprina. 
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Figura 17. Cromatogramas (RP-HPLC) y espectros de masas de las fracciones a) 7, b) 13, 
c) 14 y d) 15, obtenidas a partir del hidrolizado de la β-Lg caprina por la 
termolisina a las 24 horas de incubación 
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Los péptidos identificados en las fracciones 7, 13, 14 y 15 fueron sintetizados 
químicamente, de acuerdo al método descrito en el apartado 2.1.5.4., determinándose en 
cada uno de ellos el valor del IC50. La secuencia aminoacídica, la concentración proteica de 
cada péptido recogido en las distintas fracciones, determinada mediante el método del 
BCA, el porcentaje de inhibición de la ACE y el valor del IC50 se detallan en la Tabla 16.  
 
La fracción 6, resuelta en dos subfracciones y cada una de ellas con dos péptidos, 
presentó un porcentaje de actividad inhibitoria de la ACE del 65,7% y una concentración 
proteica de 189,2 µg/mL. No fue posible determinar cuál de los péptidos constituyentes de 
esta fracción era el responsable de la actividad. Teniendo en cuenta la relación 
estructura/actividad de los péptidos descritos hasta la actualidad como inhibidores de la 
ACE, se puede determinar la ausencia de actividad del péptido VRTPE, ya que los 
péptidos con aminoácidos dicarboxílicos en el extremo C-terminal (Asp o Glu) o con Pro 
en la penúltima posición se unen de manera muy débil al sitio activo de la ACE (Cheung y 
col., 1980). Sin embargo, la secuencia f(43-48), que posee como secuencia C-terminal el 
tri-péptido LKP, podría contribuir a la actividad inhibitoria de la ACE observada en esta 
fracción. Rohrbach y col., (1981) han demostrado, empleando péptidos sintéticos, que la 
presencia de Pro como aminoácido C-terminal o un aminoácido con una carga positiva en 
la penúltima posición, ejercen una influencia positiva en la unión del sustrato y la enzima. 
 
Las fracciones 7, 13, 14 y 15 contenían un componente mayoritario cada una de 
ellas y mostraron porcentajes de inhibición de la ACE entre el 45,2 y el 75%, con 
concentraciones peptídicas entre 13,6 y 372 µg/mL. El péptido LVRT, fragmento f(122-
125) identificado en la fracción 14 presentó un valor muy elevado de IC50. Esta baja 
actividad pudo deberse a la presencia de Thr en la posición carboxilo terminal. El IC50 del 
octa-péptido presente en la fracción 7 no pudo ser calculado porque el máximo porcentaje 
de inhibición mostrado a todas las concentraciones peptídicas ensayadas fue del 45-47%. 
La baja actividad detectada pudo deberse a la secuencia del extremo C-terminal constituida 
por Glu, Gly y Asn, que no favorece la unión y consecuente inhibición de la ACE.  
 
El valor del IC50 de los péptidos LLF y LQKW, identificados en las fracciones 13 y 
15, fueron muy bajos, de 59,53 y 34,7 µM, respectivamente. La presencia de aminoácidos 
aromáticos, fundamentalmente Trp, en el extremo C-terminal favoreció la fijación y 
Tabla 16. Masa molecular, fragmento, secuencia peptídica, concentración peptídica, actividad inhibitoria de la ACE (%) e IC50 de los 
péptidos aislados del hidrolizado de la β-Lg caprina por la termolisina a las 24 horas de incubación 
 
 
Nº Fracción Masa observada Masa calculadaa Fragmento Secuencia peptídicab 
Concentración 
peptídica (µg/mL)
Inhibición de 
la ACE (%)c 
IC50 
(µM) 
6     189,2 65,7 nd 
6 (6.1) 479 
560 
479,2 
560,3 
136-139 
128-132 
FDKA 
VDKEA 
   
6 (6.2) 714 
600 
713,4 
600,3 
43-48 
123-127 
VEELKP 
VRTPE 
   
7 854 854,4 46-53 LKPTPEGN 372,0 51,0 >2700 
13 392 391,3 103-105 LLF 13,6 45,2 79,88 
14 488 487,3 122-125 LVRT 85,6 53,1 2470 
15 573 573,3 58-61 LQKW 133,1 75,0 34,7 
 
 
a Valores de masa media 
b Secuencia de la β-Lg caprina de acuerdo a Preaux y col., (1979) 
c Cada valor corresponde a la media de tres determinaciones 
nd: valor no determinado 
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posterior inhibición de la ACE (Cheung y col., 1980). Estos autores habían descrito valores 
de IC50 para los di-péptidos RW e IF de 16 y 930 µM, respectivamente. Aunque la 
contribución de los aminoácidos en la posición C-terminal de los di-péptidos con actividad 
inhibitoria de la ACE no puede extrapolarse a péptidos de mayor tamaño, en nuestro 
estudio y teniendo en cuenta la concentración proteica, el fragmento de la β-Lg caprina 
más potente corresponde al identificado en la fracción 13, f(103-105), cuya secuencia final 
fue LF. Este tri-péptido constituye el extremo C-terminal de la β-lactorfina, descrita por 
Mullally y col., (1996) como inhibidor de la ACE y por Chiba y Yoshikawa, (1986) como 
agonista opiáceo. Este péptido es de gran interés ya que se encuentra en una “zona 
estratégica” de la β-Lg, parcialmente protegida de la hidrólisis digestiva, por lo que tras su 
absorción podría ejercer efectos sistémicos sobre la ACE. De manera similar, el di-péptido 
KW había sido identificado en un hidrolizado del músculo de sardina, mostrando alta 
actividad inhibitoria de la ACE (Matsufuji y col., 1994).  
 
En la Figura 18 se muestra la secuencia aminoacídica de la β-Lg caprina, marcando 
en color rojo los péptidos inhibidores de la ACE, aislados y caracterizados en este estudio. 
Además, con un recuadro azul se detallan los fragmentos caracterizados en la bibliografía 
como inhibidores de la ACE, derivados de la β-Lg bovina y que coinciden con las regiones 
caracterizadas en nuestro estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
I IVTQTMKGLDIQKVAGTWY20 SLAMAASDISLLDAQSAPLR40    VY VEELKP TPEGN LEIL LQK60W 
 
  
 
   
 
ENDECAQKK IIAEK TKIPA80 VFKIDALNENKVLVLDTDYK100 KY LLF CMENSAEPEQSLACQ120 
 
  
 
 
 
CL VRTPE VDKEA LEK FDKA L140 KALPMHIRLAFNPTQLEGQC160 HV162 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Secuencia aminoacídica de la β-Lg caprina. En rojo se destacan los péptidos bioactivos caracterizados en nuestro estudio y 
con un recuadro azul aquellos péptidos descritos en la bibliografía. 
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3.2.     AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE PÉPTIDOS DERIVADOS DE 
LA β-LG BOVINA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES 
 
Dado que el proceso de desnaturalización térmica de la β-Lg puede favorecer la 
exposición de enlaces peptídicos ocultos en la conformación nativa de la proteína, el 
objetivo de esta parte del trabajo fue comprobar si este efecto desnaturalizante podría 
afectar a la susceptibilidad de dicha proteína a la acción de la termolisina, dando lugar a 
nuevos fragmentos peptídicos que no se obtendrían en condiciones nativas. Además, se 
quiso estudiar si la formación de nuevos fragmentos tras la hidrólisis con esta enzima 
microbiana podría influir en la actividad inhibitoria de la ACE del hidrolizado.  
 
Para cumplir este objetivo, se llevó a cabo la hidrólisis de la β-Lg con la termolisina 
durante 4 horas a distintas temperaturas de incubación, desde 37 a 80ºC. La termolisina es 
una metaloenzima termoestable (Endo, 1962) cuya actividad se mantiene a 80ºC (Neurath, 
1989). Esta característica de termorresistencia permitió realizar este estudio sobre el efecto 
de la temperatura en la hidrólisis de la β-Lg bovina con dicha enzima. El estudio de los 
perfiles peptídicos de los hidrolizados se llevó a cabo mediante RP-HPLC, acoplando esta 
técnica a MS para caracterizar los péptidos presentes en dichos hidrolizados (apartado 
2.2.2.).  
 
Inicialmente, se quiso estudiar el efecto de la termolisina sobre la β-Lg A bovina, 
en función del tiempo de incubación. Así, en la Figura 19 se muestran los perfiles 
cromatográficos de los hidrolizados de la β-Lg A bovina por la termolisina a 37ºC durante 
30 minutos, 2 y 4 horas de incubación. El pico correspondiente a la β-Lg A apareció en el 
cromatograma con un tiempo de retención de 70 minutos. Tras los primeros 30 minutos de 
hidrólisis, la proteína se había hidrolizado parcialmente, pudiéndose observar el pico de 
esta proteína en el cromatograma. Los péptidos derivados de la hidrólisis presentaron 
tiempos de retención entre 25 y 50 minutos. A las 2 horas de incubación, la β-Lg había 
desaparecido prácticamente en su totalidad. Sin embargo, Schmidt y Poll, (1991) habían 
observado la hidrólisis total de la β-Lg bovina tras 8 horas de incubación a esta 
temperatura. La mayor velocidad de hidrólisis pudo deberse a la mayor relación 
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Figura 19. Cromatogramas de los hidrolizados de β-Lg A bovina por la termolisina a 
37ºC durante (a ) 30 min, (b) 2 horas y (c) 4 horas, obtenidos por RP-HPLC 
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enzima/sustrato empleada en nuestro estudio (5/100, p/p) en comparación con la empleada 
por estos autores (1/100, p/p). Además, la termolisina podría actuar en mayor medida sobre 
la variante A con respecto a la combinación de las variantes A y B, al igual que se produce 
con otras enzimas, como la tripsina, quimotripsina y la papaína (Van Willige y Fitzgerald, 
1995; Schmidt y van Markjwick, 1991).  
 
El perfil peptídico del hidrolizado a las 2 horas se había modificado con respecto al 
obtenido tras 30 minutos de incubación, observándose un incremento en la señal de 
absorbancia de los péptidos de mayor hidrofilia, con tiempos de retención entre 25 y 40 
minutos. Sin embargo, los cambios en el perfil cromatográfico del hidrolizado a las 4 horas 
de incubación con la termolisina fueron menos importantes. 
 
A 50ºC, la incubación durante 30 minutos fue suficiente para hidrolizar totalmente 
la β-Lg bovina. Al igual que con la hidrólisis a 37ºC, Schmidt y Poll, (1991) habían 
observado la hidrólisis total de esta proteína a 50ºC tras un período de incubación mayor. 
La desaparición total de la β-Lg bovina tras 30 minutos de incubación también se observó 
en los cromatogramas correspondientes a los hidrolizados obtenidos a 60 y 80ºC. Estos 
resultados coincidieron con los obtenidos por Schmidt y Poll, (1991), que habían 
observado mediante SDS-PAGE la hidrólisis de la β-Lg bovina y la liberación de péptidos 
de pequeño tamaño al incubar la proteína a 70ºC durante 20 minutos. Los péptidos 
liberados tras los primeros 30 minutos de incubación con la termolisina a 50, 60 y 80ºC 
presentaron tiempos de retención en el intervalo entre 25 y 50 minutos. Sin embargo, los 
cromatogramas fueron diferentes al obtenido para el hidrolizado a 37ºC. El perfil peptídico 
varió a las 2 horas, liberándose péptidos de mayor hidrofilia, presentando mayor señal de 
absorbancia aquellos con tiempos de retención entre 25 y 40 minutos. 
 
De manera similar a lo observado a 37ºC, el cambio en el perfil cromatográfico del 
hidrolizado de la β-Lg bovina a 50ºC durante 4 horas fue menos acusado. Esto pudo 
deberse a que el proceso de desnaturalización térmica de la β-Lg provocado por esta 
temperatura no fue suficiente para permitir la aparición de enlaces susceptibles a la acción 
de la termolisina. Hambling y col., (1992) habían descrito la disociación del dímero a 
monómero a temperaturas en el intervalo entre 30 y 55ºC, requiriéndose temperaturas 
superiores para la aparición de grupos activos en la proteína. Así, a 60ºC y 80ºC pudieron 
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observarse cambios entre los perfiles peptídicos de los hidrolizados obtenidos tras 2 y 4 
horas de acción de la enzima, lo que pudo ser debido a la desnaturalización de la β-Lg 
bovina a esta temperatura y la consecuente aparición de enlaces susceptibles a la hidrólisis 
por la termolisina y ocultos en la estructura nativa de la proteína. La presencia en la β-Lg 
bovina nativa de enlaces teóricamente susceptibles pero inaccesibles a la acción de 
enzimas, como la pepsina y la quimotripsina había sido descrito por Reddy y col., (1988). 
 
Con el objetivo de observar las diferencias entre los perfiles peptídicos de los 
hidrolizados obtenidos a las distintas temperaturas y a un mismo tiempo, se seleccionaron 
los cromatogramas correspondientes a las 2 horas de incubación de la β-Lg A bovina con 
la termolisina (Figura 20). A este tiempo la proteína había desaparecido prácticamente en 
su totalidad a las cuatro temperaturas estudiadas y el perfil peptídico era diferente con 
respecto al del hidrolizado a los 30 minutos de hidrólisis pero de bastante semejanza con el 
del hidrolizado a las 4 horas de incubación.  
 
Los péptidos derivados de la hidrólisis de la proteína presentaron tiempos de 
retención en el intervalo entre 25 y 50 minutos, poniéndose de manifiesto diferencias tanto 
cualitativas como cuantitativas entre los distintos perfiles. Las diferencias en la señal de 
absorbancia fueron notables para los picos enumerados en el cromatograma como 1 y 2, 
que presentaron tiempos de retención de 40 y 45 minutos, respectivamente. La señal del 
pico 1 fue menos intensa en el cromatograma del hidrolizado a 37ºC, aumentando su 
intensidad con la temperatura de incubación. Esto pudo ser debido al mayor grado de 
hidrólisis de la β-Lg bovina al incrementar la temperatura de incubación con la termolisina. 
Por el contrario, el pico enumerado como pico 2 presentó una señal de absorbancia muy 
intensa en el cromatograma del hidrolizado a 37ºC, disminuyendo este señal a medida que 
la hidrólisis se llevó a cabo a mayor temperatura, desapareciendo casi en su totalidad en el 
cromatograma del hidrolizado a 80ºC.   
 
El estudio más exhaustivo de las diferencias en la concentración de los fragmentos 
presentes en los hidrolizados, así como la identificación de los péptidos cuya liberación 
fuera dependiente de la temperatura y del tiempo de incubación de la β-Lg bovina con la 
termolisina se llevaron a cabo mediante HPLC-ESI-MS, mostrándose los resultados en el 
siguiente apartado. 
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Figura 20. Cromatogramas de los hidrolizados de β-Lg A bovina por la termolisina 
durante 2 horas a (a) 37ºC, (b) 50ºC, (c) 60ºC y (d) 80ºC, obtenidos por RP-
HPLC 
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3.2.1.     Caracterización de los hidrolizados mediante HPLC-ESI-MS 
 
La caracterización de los hidrolizados de la β-Lg A bovina por la termolisina a las 
distintas temperaturas y tiempos de incubación se llevó a cabo mediante HPLC-ESI-MS, 
de acuerdo al método detallado en el apartado 2.2.2. Mediante este estudio se pudieron 
identificar las diferencias tanto cualitativas como cuantitativas existentes entre dichos 
hidrolizados, en función de la temperatura y del tiempo de acción de la enzima sobre la 
proteína. Se quiso comprobar si durante la incubación de la β-Lg con la termolisina a 
temperaturas elevadas, la desnaturalización térmica de la proteína y la aparición 
consecuente de enlaces accesibles a la acción de la enzima permitieron la liberación de 
nuevos fragmentos. Además, estos nuevos péptidos podrían influir sobre la actividad 
inhibitoria de la ACE descrita para hidrolizados microbianos de la β-Lg.  
 
Tras el estudio de los hidrolizados por HPLC-ESI-MS pudo demostrarse la 
presencia de péptidos, liberados sólo a temperaturas iguales o superiores a los 50ºC tras 
cortos tiempos de incubación, o bien liberados a 37ºC, necesitándose a esta temperatura un 
período de reacción de la proteína con la enzima mayor. En la Figura 21 se muestra el 
espectro de masas del hidrolizado de la β-Lg por la termolisina a 60ºC durante 2 horas, así 
como el cromatograma de iones totales de una de las fracciones constituidas por péptidos 
determinantes de este tipo de diferencia cualitativa entre los hidrolizados a las distintas 
temperaturas. El ión detectado era de 1080,5, apareciendo también el consecuente ión con 
carga +2 (541,2). El péptido correspondiente a este ión no apareció a 37ºC durante todo el 
proceso de hidrólisis. Sin embargo, fueron necesarias 4 horas para liberarse a 50ºC y sólo 
30 minutos a 60 y 80ºC. Por lo tanto, se pudo comprobar que la desnaturalización de la β-
Lg provocada por altas temperaturas permitió la aparición de enlaces susceptibles a la 
termolisina y ocultos en la estructura nativa de la proteína y la consecuente formación de 
nuevos péptidos. La aparición de grupos activos, ocultos en la estructura nativa de la β-Lg, 
tras la desnaturalización de la proteína y la reacción de dichos grupos con los centros 
activos de otros compuestos había sido descrito por Sawyer, (1968) y Chaplin y Lister, 
(1986). El empleo de una base de datos, con una tolerancia del 0,1%, permitió la 
identificación de la secuencia peptídica correspondiente al ión detectado, que fue 
DDEALEKFD, fragmento f(129-137). Se ha comprobado que este fragmento se 
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
                  
 
 
Figura 21. Espectro de masas del hidrolizado de la β-Lg A bovina por la termolisina durante 2 horas a 60ºC. El  cromatograma de iones 
totales correspondió al pico marcado en color  
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encontraba en una zona de la β-Lg de alta resistencia a la desnaturalización, lo que 
confirmó la acción de la temperatura como agente desnaturalizante de la proteína. 
 
En la Tabla 17 se muestran los péptidos liberados a partir de la β-Lg tras la 
hidrólisis por termolisina a altas temperaturas e identificados en nuestro estudio, 
determinado el tiempo necesario para su aparición a las distintas temperaturas de 
incubación. 
 
 
Tabla 17. Masa molecular, fragmento y secuencia peptídica de los péptidos identificados 
por HPLC-ESI-MS a partir del hidrolizado de la β-Lg A bovina por la 
termolisina. Se indica el tiempo necesario para su liberación a cada una de las 
temperaturas de incubación (n.d. fragmento o secuencia no determinada, N.D. 
ión no detectado) 
 
Masa 
observada 
Masa 
calculada 
Fragmento
Secuencia 
peptídica 
37ºC 50ºC 60ºC 80ºC 
1079,5 1080,5 129-137 DDEALEKFD N.D. 4 h 30 min 30 min
598,4 599,4 54-58 LEILL N.D. 30 min 30 min 30 min
795,4 796,4 16-22 AGTWYSL N.D. 30 min 30 min N.D. 
786,4 n.d. n.d. n.d. 2 h 30 min 30 min 30 min
  
 
Además, mediante este análisis de los hidrolizados se identificaron péptidos 
derivados de la β-Lg, cuyo grado de hidrólisis por la termolisina fue mayor cuando la 
reacción tuvo lugar a temperaturas elevadas. Esto pudo ser debido a la mayor actividad 
proteolítica ejercida por la enzima a temperaturas elevadas, lo que pudo favorecer la 
hidrólisis más rápida tanto de la β-Lg bovina como de los fragmentos liberados en los 
primeros estadios de la reacción.  
 
En la Figura 22 se muestra el espectro de masas del hidrolizado de la β-Lg por la 
temolisina a 37ºC durante 30 minutos, así como el cromatograma de iones totales de uno 
de los picos constituyentes del hidrolizado. Pudo observarse la presencia del ión molecular 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Espectro de masas del hidrolizado de la β-Lg A bovina por la termolisina durante 30 minutos a 37ºC. El cromatograma de 
iones totales correspondió al pico marcado en color  
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de 638,3 y el correspondiente ión con carga +2 (319,9), que correspondió al péptido 
VYVEE, fragmento f(41-45) de la β-Lg A bovina. Fueron necesarias 4 horas de 
incubación a 37ºC para la desaparición total de este péptido, 2 horas si la incubación se 
realizó a 50 y 60ºC y no se observó el ión correspondiente a este péptido en el hidrolizado 
a los 30 minutos de reacción de la β-Lg bovina con la termolisina a 80ºC.  
 
La mayor velocidad de acción de la termolisina a temperaturas elevadas también se 
observó para otros péptidos, cuya secuencia y tiempo de hidrólisis se muestran en la Tabla 
18. 
 
 
Tabla 18. Masa molecular, fragmento y secuencia peptídica de los péptidos identificados 
por HPLC-ESI-MS a partir del hidrolizado de la β-Lg A bovina por la 
termolisina. Se indica el tiempo transcurrido para su hidrólisis y desaparición 
total en el cromatograma en función de la temperatura de incubación (n.d. 
fragmento o secuencia no determinada) 
 
Masa 
observada 
Masa 
calculada 
Fragmento
Secuencia 
peptídica 
37ºC 50ºC 60ºC 80ºC 
637,3 637,3 41-45 VYVEE 4 h 2 h 2 h < 30 min
685,7 685,4 91-96 KVLVLD 2 h < 30 min < 30 min < 30 min
867,4 867,4 16-23 AGTWYSLA 4 h 2 h 2h  < 30 min
1182,9 n.d. n.d. n.d. > 4 h 2 h 2 h 2 h 
1323,6 1322,6 98-107 DYKKLLFCM 4 h 2 h 2h  < 30 min
1350,5 n.d. n.d. n.d. > 4 h 2 h 2h  2h 
1613,6 1612,8 122-135 LVRTPEVDD-
EALEK 
4 h 2 h < 30 min < 30 min
 
  
Finalmente, pudieron observarse diferencias cuantitativas en diversos fragmentos 
peptídicos liberados tras acción de la termolisina sobre la β-Lg A bovina, en función de la 
temperatura de incubación. En la Figura 23 se muestra el espectro de masas del hidrolizado 
de la β-Lg a las 2 horas de incubación a 60ºC, así como el cromatograma de iones totales 
  
                  
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
                 
Figura 23. Espectro de masas del hidrolizado de la β-Lg A bovina por la termolisina durante 2 horas  a 60ºC. El cromatograma de iones 
totales correspondió al pico marcado en color            
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de uno de los picos constituidos por péptidos presentes en cantidades variables en función 
de la temperatura de reacción. Se observó el ión molecular 981,3, con carga +1 y los 
correspondientes iones con carga +2 (491,6) y +3 (328,1). Empleando la base de datos 
pudo identificarse el péptido correspondiente a este ión, que fue el fragmento f(94-101), de 
secuencia VLDTDYKK.  
 
Otros fragmentos liberados tras la hidrólisis de la β-Lg bovina por la termolisina y 
presentes en concentraciones diferentes en función de la temperatura de incubación y que 
han sido identificados en nuestro estudio fueron los péptidos QKWENGE, fragmento f(59-
65) e IRL, correspondiente al fragmento f(147-149).  
  
Una vez determinadas las diferencias en la hidrólisis de la β-Lg por la termolisina 
en función de la temperatura de incubación, quiso comprobarse si dichas diferencias 
influían en la actividad inhibitoria de la ACE de los hidrolizados. Para ello, se determinó el 
porcentaje de inhibición de la ACE en los hidrolizados de la β-Lg A bovina por la 
termolisina a los 30 minutos y las distintas temperaturas de incubación. Estos porcentajes 
fueron similares en los cuatro hidrolizados estudiados y superiores al 90%. Esta semejanza 
en los resultados pudo ser debida, bien a la presencia de los péptidos responsables de la 
actividad en todos los hidrolizados, independientemente de la temperatura de reacción o 
bien al equilibrio entre los péptidos bioactivos formados e hidrolizados tras la incubación a 
temperaturas crecientes. Algunos de los péptidos liberados tras la acción de la termolisina e 
identificados mediante HPLC-ESI-MS presentaron una secuencia peptídica determinante 
en la actividad inhibitoria de la ACE, por lo que podrían contribuir a la actividad detectada 
en los hidrolizados. Este es el caso del péptido IRL, correspondiente al fragmento f(147-
149) de la β-Lg, y presente en concentraciones diferentes en función de la temperatura de 
incubación. Este péptido contiene la secuencia f(148-149) que había sido descrita por 
Mullally y col., (1996) como inhibidor de la ACE.  
 
Podemos concluir que, tras este estudio, se ha confirmado la capacidad de la 
temperatura para provocar la desnaturalización de la β-Lg, favoreciendo, además de 
cambios en las propiedades funcionales de esta proteína, la exposición de enlaces 
peptídicos que habían estado ocultos en la estructura nativa de la proteína. Estos enlaces 
pueden reaccionar con el centro activo de enzimas, como la termolisina y favorecer la 
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liberación de nuevos péptidos, los cuales podrían influir en la actividad biológica de los 
hidrolizados obtenidos a partir de esta proteína. Este mecanismo térmico de 
desnaturalización, junto a las altas presiones podrían emplearse, por tanto, como estrategias 
en la búsqueda de nuevos fragmentos con actividad inhibitoria de la ACE derivados de las 
proteínas de suero, lo que incrementaría el valor biológico y nutricional de dicho suero. 
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3.3.     DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ACE EN 
PRODUCTOS LÁCTEOS COMERCIALES 
 
En esta parte del trabajo se ha llevado a cabo la determinación de la actividad 
inhibitoria de la ACE en muestras de leche y distintos productos lácteos comerciales, 
leches fermentadas y maternizadas, quesos frescos y mousses de quesos frescos. Además 
se han aislado y  caracterizado las fracciones peptídicas responsables de la actividad de uno 
de los productos lácteos analizados. Para ello, se determinó la actividad inhibitoria de la 
ACE y el contenido de nitrógeno proteico, amínico y peptídico en los extractos solubles en 
agua obtenidos a partir de estos productos. 
 
Puesto que los péptidos inhibidores de la ACE pueden liberarse durante el proceso 
de digestión, o bien pueden perder su actividad tras hidrolizarse por las enzimas digestivas, 
en esta parte del trabajo también se ha estudiado el comportamiento de cuatro de los 
productos lácteos comerciales, simulando las condiciones del tracto gastrointestinal. 
 
3.3.1.     Actividad inhibitoria de la ACE en leches fermentadas 
 
La fracción sérica de las muestras de leches fermentadas se preparó siguiendo el 
método descrito en el apartado 2.3.2. En esta fracción se incluyeron, además de azúcares y 
sales, todos los componentes nitrogenados solubles a pH 4,6, es decir, tanto las 
seroproteínas, como los péptidos y aminoácidos libres resultantes de la hidrólisis de las 
caseínas tras la acción de los fermentos lácticos. En el apartado 3.1.3. se había demostrado 
la ausencia de actividad en las proteínas y en los aminoácidos libres, por lo que se 
relacionó la actividad inhibitoria de la ACE con el nitrógeno constituyente de los péptidos, 
responsables éstos de dicha actividad. El valor de nitrógeno peptídico se determinó 
restando el valor del nitrógeno amínico, obtenido mediante el método de la ninhidrina-
cadmio, al valor de nitrógeno total, determinado mediante el método Kjeldahl (apartado 
2.3.3.). 
 
Previamente y con el objetivo de confirmar la ausencia de péptidos bioactivos en 
los productos lácteos no fermentados se determinó la actividad inhibitoria de la ACE en el 
extracto soluble en agua preparado a partir de dos muestras de leche de vaca, UHT y 
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pasteurizada, obteniéndose actividades de inhibición de la ACE inferiores al 2%. Estos 
resultados confirmaron la necesidad del proceso de fermentación de la leche para la 
liberación de péptidos con dicha actividad. 
 
Los resultados de porcentaje de inhibición de la ACE y del contenido de nitrógeno 
total, amínico y peptídico del extracto soluble en agua de las muestras de los productos 
lácteos fermentados se muestran en la Tabla 19.  
 
 
Tabla 19. Actividad inhibitoria de la ACE (%), nitrógeno total, amínico y peptídico del 
extracto soluble en agua de los productos lácteos fermentados (LF) 
 
Muestra  
IACE  
(%) 
Ntotal 
(mg/100g) 
Namínico 
(mg/100g) 
Npeptídico 
(mg/100g) 
LF-1 42,5 ± 1,0 54,0 ± 4,2 2,3 ± 0,06 51,7 
LF-2 24,5 ± 0,6 46,0 ± 0,7 0,6 ± 0 45,4 
LF-3 17,2 ± 0 81,0 ± 3,5 1,9 ± 0,05 79,1 
LF-4 45,1 ± 1,2 130,0 ± 3,5 1,4 ± 0,04 128,6 
LF-5 43,5 ± 4,4 41,0 ± 1,4 1,9 ± 0,06 39,1 
LF-6 36,5 ± 5,1 40,5 ± 0,7 1,5 ± 0,01 39,0 
LF-7 23,7 ± 2,9 74,0 ± 2,8 1,1 ± 0,05 72,9 
LF-8 29,7 ± 2,7 63,0 ± 7,1 1,3 ± 0,04 61,7 
LF-9 35,6 ± 3,9 44,5 ± 0,7 0,8 ± 0,12 43,7 
LF-10 34,7 ± 3,5 60,0 ± 0,7 1,1 ± 0 58,9 
LF-11 32,4 ± 2,0 66,0 ± 0 1,6 ± 0 64,4 
LF-12 45,3 ± 0 85,0 ± 0, 1,1 ± 0,01 83,9 
LF-13 46,9 ± 2,5 226,0 ± 10,6 2,0 ± 0,01 224,0 
LF-14 79,0 ± 4,3 79,0 ± 1,4 2,8 ± 0,12 76,2 
LF-15 65,8 ± 2,1 64,0 ± 0,7 3,3 ± 0 60,7 
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En todas las muestras se observó la presencia de actividad inhibitoria de la ACE, lo 
que concuerda con los resultados de otros autores, que además habían aislado y 
caracterizado secuencias peptídicas bioactivas procedentes de la hidrólisis de las caseínas 
durante la fermentación de la leche con distintas bacterias lácticas (Yamamoto y col., 
1999; Gobbetti y col., 2000). Por lo tanto, se confirmó la acción sobre las proteínas lácteas 
del sistema proteolítico de las bacterias lácticas, liberándose péptidos y aminoácidos libres 
(Harwalkar y McMahon, 1993), siendo los péptidos, probablemente los de menor tamaño, 
los responsables de la actividad inhibitoria de la ACE observada en estos productos. Sin 
embargo, otros autores habían descrito la baja probabilidad de formación de péptidos 
bioactivos en leches fermentadas, debido al corto tiempo del proceso de fermentación 
(Meisel y Bockelmann, 1999). Esta variabilidad entre los resultados de los distintos 
autores, incluyendo los nuestros, pudo ser debida a las diferencias en las condiciones 
influyentes en la fermentación, como la composición del producto, las cepas implicadas en 
el proceso (Yamamoto, 1997; Matar y col., 1997) y las condiciones tecnológicas de dicho 
proceso, como el tratamiento térmico aplicado a la leche (Matar y Goulet, 1996). 
 
La relación entre el porcentaje de inhibición de la ACE y el contenido de nitrógeno 
peptídico se muestra en la Figura 24. Teniendo en cuenta esta relación pudieron 
distinguirse tres grupos de productos lácteos fermentados. El primer grupo, constituido por 
las muestras LF-14 y LF-15, correspondientes a un producto tipo kefir y a un yogur natural 
de leche de cabra, respectivamente, presentaron valores de actividad inhibitoria de la ACE 
superiores al 65% y unos valores de nitrógeno peptídico normales, comprendidos entre 61 
y 76 mg/100g. Estas dos muestras estaban elaboradas con leche de cabra, por lo que la 
mayor actividad inhibitoria de la ACE observada pudo deberse a la distinta secuencia 
primaria de las caseínas de origen caprino, que permitió, tras la acción de los fermentos 
lácticos, liberar fragmentos peptídicos de alta actividad. Se determinó el valor del IC50, 
expresado en  µg  de nitrógeno peptídico/mL, para estas dos muestras, que fue de 61,4 
µg/mL para el kefir y de 16,9 µg/mL para el yogur de cabra. El kefir es una leche 
fermentada ácida y moderadamente alcohólica, en la que coexisten cepas de lactobacilos, 
lactococos, estreptococos y levaduras (Angulo y col, 1993). Adicionalmente al origen de la 
leche de partida, la variedad y el número de microorganismos implicados en el proceso de 
fermentación de la leche durante la elaboración del kefir, pudieron favorecer la hidrólisis 
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Figura 24. Relación entre la actividad inhibitoria de la ACE (%) y el contenido de 
nitrógeno peptídico (mg/100 g) del extracto soluble en agua de los productos 
lácteos fermentados 
 
 
de las caseínas y la consecuente formación de péptidos con potente actividad inhibitoria de 
la ACE. Estos resultados concuerdan con los de Kuwabara y col., (1995) que habían 
descrito la alta actividad antihipertensiva por inhibición de la ACE en un producto lácteo 
fermentado con varias cepas de bacterias lácticas y una cepa de levadura, asemejando el 
proceso de preparación del kefir. Esta actividad se adiciona a otras descritas anteriormente 
para esta leche fermentada, como el efecto antimicrobiano (Angulo y col., 1993) y la 
actividad antitumoral (Shiomi y col., 1982). 
 
En un segundo grupo se incluyeron las muestras de los productos lácteos 
fermentados que presentaron valores bajos de porcentaje de inhibición de la ACE, entre el 
17 y 45% y valores de nitrógeno peptídico intermedios, en el intervalo entre 39 y 84 
mg/100g. Dentro de este grupo se incluyeron las muestras LF-5, LF-1, LF-6, LF-9, LF-10, 
LF-11, LF-8, LF-2, LF-7, LF-3 y LF-12, todas ellas elaboradas con leche de vaca. Merece 
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destacar dentro de este grupo, la muestra LF-5, que presentó un valor de actividad 
inhibitoria de la ACE alto dentro de este grupo y un valor de nitrógeno peptídico bastante 
bajo. Esta leche fermentada estaba elaborada con los fermentos lácticos del yogur y 
Lactobacillus casei. La mayoría de los fragmentos obtenidos por procesos fermentativos y 
descritos hasta la actualidad como inhibidores de la ACE proceden de la hidrólisis de la β-
CN (Nakamura y col., 1995; Rokka y col., 1997). Como se ha comprobado que las enzimas 
de Lactobacillus casei actúan de manera prioritaria sobre la β-CN (Kunji y col., 1996), los 
péptidos liberados a partir de esta proteína podrían ser los responsables de la alta actividad 
determinada en la muestra LF-5 en comparación con la del resto de muestras de su grupo.  
 
Un tercer grupo estaría formado por las muestras LF-4 y LF-13, que también 
presentaron valores de inhibición de la ACE inferiores al 50% y valores altos de nitrógeno 
peptídico, fundamentalmente la muestra LF-13, correspondiente a la cuajada, que contenía 
224 mg/100g. Este valor notablemente elevado de péptidos con respecto al del resto de las 
muestras pudo deberse a la acción del cuajo durante el proceso de elaboración de este 
producto lácteo. El cuajo contiene distintas enzimas proteolíticas, de origen digestivo, 
como la quimosina y la pepsina y de origen microbiano (Dalgleish, 1992), capaces de 
hidrolizar la κ-CN, αs-CN y β-CN, provocando esencialmente la desestabilización de las 
micelas y la coagulación de la leche, además de permitir la liberación de un gran número 
de péptidos. Sin embargo, la actividad inhibitoria de la ACE en estos péptidos fue poco 
destacada. 
 
El análisis del perfil peptídico y proteico de los extractos solubles en agua de los 
productos lácteos fermentados se llevó a cabo mediante RP-HPLC, siguiendo el método 
descrito en el apartado 2.3.5. Mediante este análisis se quiso comprobar si el proceso 
tecnológico y más concretamente el tratamiento térmico aplicado a la leche de partida pudo 
influir sobre la actividad inhibitoria de la ACE observada en el producto lácteo fermentado. 
Además, el perfil peptídico nos daría información sobre la abundancia y la naturaleza de 
los péptidos formados. En todos los cromatogramas se observó el pico correspondiente a la 
β-Lg con un tiempo de retención de 60 minutos. La concentración de esta seroproteína se 
determinó en función del área del pico, teniendo en cuenta el área del patrón de β-Lg AB 
bovina empleado en el análisis. En la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos de la 
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Figura 25. Concentración de β-Lg (mg/mL) en el extracto soluble en agua de los 
productos lácteos fermentados 
 
concentración de β-Lg de los productos lácteos fermentados. En todas las muestras, el 
contenido de β-Lg fue inferior a 1,7 mg/mL, lo que indicó que la leche de partida había 
sido sometida a un tratamiento de pasterización elevado, como corresponde a la práctica 
habitual en la elaboración de estos productos (Buchheim y col., 1994). En la muestra LF-
15, la concentración de β-Lg fue de 0,02 mg/mL, que puso de manifiesto un tratamiento 
térmico más elevado, de esterilización, tras el cual, prácticamente toda la β-Lg se había 
desnaturalizado. Aunque no fue posible establecer una relación clara entre la 
desnaturalización de la β-Lg y la mayor aparición de péptidos inhibidores de la ACE, sí se 
observó que las dos muestras con mayor actividad (LF-14 y LF-15) fueron aquellas cuyo 
contenido en β-Lg fue inferior. En el resto de las muestras, la concentración de β-Lg se 
encontró en el intervalo entre 0,12 y 1,67 mg/mL. 
 
 
En los cromatogramas, los péptidos derivados de la hidrólisis de las caseínas por las 
enzimas de los microorganismos responsables del proceso de fermentación presentaron 
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tiempos de retención entre 5 y 60 minutos, variando la cantidad y el carácter hidrofóbico 
de los mismos en función de la muestra. Se ha descrito la influencia de la especificidad de 
las enzimas microbianas sobre la concentración y la diversidad de los péptidos liberados a 
partir de las caseínas durante el proceso de fermentación (Marshall y Tamime, 1997). 
Además, se ha descrito que el carácter hidrofóbico de los péptidos favorece de manera 
notable su actividad inhibitoria de la ACE (Cheung y col., 1980). A modo de ejemplo, en 
la Figura 26 se muestran los perfiles cromatográficos de tres muestras, LF-14 (kefir), LF-1 
(yogur elaborado con leche de vaca) y LF-4 (yogur desnatado elaborado con leche de 
vaca), cada una de ellas perteneciente a uno de los tres grupos definidos anteriormente en 
función de la actividad inhibitoria de la ACE y del contenido peptídico. En el 
cromatograma de la muestra LF-14 (Figura 26.a) pudo observarse una gran cantidad de 
péptidos con una señal de absorbancia no muy elevada, lo que confirmó el valor 
intermedio de nitrógeno peptídico obtenido mediante el método de la ninhidrina-cadmio. 
En el cromatograma de la muestra LF-1 (Figura 26.b), la acción conjunta de Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus condujo también a la 
liberación de una gran variedad de péptidos, todos ellos en una concentración intermedia. 
Sin embargo, en el cromatograma del yogur desnatado LF-4 (Figura 26.c), la señal de 
absorbancia de los picos fue mucho mayor, fundamentalmente la de aquellos que 
presentaron tiempos de retención entre 35 y 50 minutos. Estos péptidos de mayor 
hidrofobicidad probablemente también eran de mayor tamaño, lo que determinó la menor 
actividad inhibitoria de la ACE observada en este producto, a pesar del elevado valor del 
nitrógeno peptídico.  
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Figura 26. Cromatogramas de los extractos solubles en agua de los productos lácteos 
fermentados (a) LF-14, (b) LF-1 y (c) LF-4, obtenidos mediante RP-HPLC 
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3.3.2.     Actividad inhibitoria de la ACE en leches maternizadas 
 
De manera similar a los productos lácteos fermentados, se obtuvo la fracción sérica 
a partir de las muestras de leches maternizadas. Para ello, el pH de estas muestras, situado 
en el intervalo entre 5,95 y 7,15, se ajustó a 4.6, según se indica en el apartado 3.3.2. En 
esta fracción sérica se determinó el contenido de nitrógeno total, amínico y peptídico y el 
porcentaje de inhibición de la ACE, cuyos resultados se muestran en la Tabla 20.  
 
 
Tabla 20. Actividad inhibitoria de la ACE (%), nitrógeno total, amínico y peptídico del 
extracto soluble en agua de las leches maternizadas (LM) 
 
Muestra  
IACE  
(%) 
Ntotal 
(mg/100g) 
Namínico 
(mg/100g) 
Npeptídico 
(mg/100g) 
LM-1 22,4 ± 5,1  120 ± 1,4 0,4 ± 0,01 119,6 
LM-2 93,4 ± 1,0 316 ± 1,4 90,0 ± 3,2 226,0 
LM-3 42,6 ± 6,3 82,5 ± 0,7 4,0 ± 0,01 78,0 
LM-4 16,1 ± 0,1 70,5 ± 0,7 1,0 ± 0 69,0 
LM-5 21,3 ± 2,3 111 ± 4,2 4,5 ± 0,24 106,5 
LM-6 11,8 ± 6,1 71,5 ± 3,5 0,5 ± 0,02 70,5 
LM-7 88,0 ± 5,3 205 ± 4,2 8,7 ± 0,53 196,3 
LM-8 24,4 ± 0,5 102,5 ± 0,7 1,6 ± 0,06 100,4 
LM-9 16,4 ± 4,1 86 ± 1,4 0,9 ± 0,01 85,1 
LM-10 34,4 ± 7,0 117 ± 1,4 1,9 ± 0,03 115,1 
LM-11 27,7 ± 2,3 112 ± 0 0,8 ± 0,04 111,2 
 
 
Al igual que en los productos lácteos fermentados, en estas muestras se observaron 
importantes diferencias, en función de la composición y las características de la muestra. 
La relación entre el porcentaje de inhibición de la ACE y el nitrógeno peptídico se muestra 
en la Figura 27. Teniendo en cuenta esta relación, se distinguieron claramente dos grupos 
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Figura 27. Relación entre la actividad inhibitoria de la ACE (%) y el contenido de 
nitrógeno peptídico (mg/100 g) del extracto soluble en agua de las leches 
maternizadas 
 
 
de leches maternizadas. Uno de ellos agrupó a las muestras LM-2 y LM-7, que presentaron 
porcentajes de inhibición de la ACE superiores al 85% y valores de nitrógeno peptídico 
relativamente altos, entre 195 y 226 mg/100g. Según la etiqueta, estas fórmulas infantiles 
correspondían a hidrolizados de caseínas y proteínas de suero, respectivamente. La 
hidrólisis que tuvo lugar durante el procesado de estas leches maternizadas permitió la 
liberación de péptidos inhibidores de la ACE. La formación de péptidos por el proceso de 
hidrólisis enzimática se confirmó al determinar el contenido de nitrógeno peptídico de 
estas muestras, cuyo valor fue superior a 195 mg/100g y mediante el análisis mediante RP-
HPLC.  
 
El otro grupo estaba constituido por el resto de muestras de leches maternizadas, 
que presentaron porcentajes de inhibición de la ACE inferiores al 50% y cuyo contenido de 
nitrógeno peptídico se encontró en el intervalo entre 69 y 120 mg/100g. Estas fórmulas 
infantiles estaban elaboradas con suero lácteo o leche desnatada. Dentro de este grupo, la 
muestra LM-3 presentó un porcentaje de inhibición ligeramente superior al del resto de las 
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muestras. Según la etiqueta, este producto estaba elaborado con suero lácteo 
desmineralizado y proteínas de leche. El análisis de la fracción soluble a pH 4,6 mediante 
RP-HPLC confirmó la composición de este producto, identificándose los componentes 
mayoritarios de esta fracción como β-Lg, α-La, y CMP. Por el contrario, dentro de este 
grupo, las muestras LM-4, LM-6 y LM-9 presentaron porcentajes de inhibición de la ACE 
bajos, inferiores al 20%. Estas muestras, junto con otras de este grupo estaban elaboradas 
con suero y/o leche desnatada por lo que estas muestras carecían de péptidos responsables 
de actividad. Según la etiqueta, el producto LM-6 había sido elaborado utilizando 
fermentos lácticos pero el porcentaje de inhibición de la ACE fue del 12%, lo que reveló 
que los cultivos empleados en esta fórmula infantil, denominada probiótica, no pudieron 
hidrolizar las proteínas de la leche desnatada y por lo tanto no se liberaron péptidos 
inhibidores de la ACE. El perfil cromatográfico de esta muestra también puso de 
manifiesto la ausencia de péptidos en la fracción soluble, habiéndose identificado 
principalmente proteínas séricas, CMP y algunos fragmentos peptídicos de elevada 
hidrofobicidad y probablemente de gran tamaño e inactivos. 
 
A modo de ejemplo, en la Figura 28 se muestran los perfiles cromatográficos de 
dos de las muestras analizadas, LM-1 y LM-7, cada una de ellas perteneciente a los dos 
grupos descritos anteriormente. En el cromatograma de la muestra LM-1 (Figura 28.a), 
elaborada con concentrados de proteínas séricas, los picos correspondientes a las proteínas 
del suero presentaron altos valores de absorbancia, fundamentalmente los picos de la β-Lg 
y de la α-La, con tiempos de retención de 60 y 55 minutos, respectivamente. El pico de la 
BSA, de tiempo de retención de 50 minutos presentó una señal de intensidad menor y se 
identificaron los picos correspondientes a las dos variantes genéticas del CMP. Sin 
embargo, la señal de los picos situados en el intervalo de tiempo de retención entre 0 y 40 
minutos correspondientes a péptidos fue muy baja, prácticamente imperceptible. En el 
resto de las muestras de este grupo los perfiles cromatográficos fueron muy similares al 
obtenido para la muestra LM-1, diferenciándose principalmente en la concentración y la 
proporción de cada una de las proteínas presentes en la fracción sérica. Por el contrario, el 
alto contenido de péptidos determinado en la muestra LM-7, constituida por proteínas de 
suero hidrolizadas, se confirmó mediante el análisis cromatográfico (Figura 28.b). Se 
observó gran número de picos, cuyos tiempos de retención se encontraron en el intervalo 
entre 0 y 40 minutos. La muestra LM-2, que correspondía a un hidrolizado de caseínas, 
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Figura 28. Cromatogramas de los extractos solubles en agua de las leches maternizadas 
(a) LM-1 y (b) LM-7, obtenidos mediante RP-HPLC 
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también presentó un perfil similar con un gran número de péptidos con tiempos de 
retención en el intervalo entre 0 y 30 min. 
 
Con el objetivo de comprobar si todos los péptidos responsables de la actividad 
inhibitoria de la ACE se habían solubilizado a pH 4,6, se determinó esta actividad en las 
soluciones acuosas de las muestras de leches maternizadas. En la Figura 29 se comparan 
los valores del porcentaje de inhibición de la ACE en las muestras de leches maternizadas 
y en los extractos solubles en agua obtenidos a partir de las dichas muestras. 
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
         
             
Figura 29. Porcentajes de inhibición de la ACE de las leches maternizadas y de las 
fracciones séricas obtenidas a partir de ellas 
 
 
En algunas muestras (LM-2, LM-7), la actividad de la solución acuosa de la leche y 
de la fracción sérica obtenida a partir de ella fue similar, lo que indicó que probablemente 
los péptidos responsables de la actividad se solubilizaron a pH 4,6. En otros casos (LM-6, 
LM-9 y LM-10), la actividad inhibitoria de la ACE fue superior en la solución acuosa de la 
leche que en la fracción soluble a pH 4,6. Este comportamiento pudo ser debido a la 
presencia de péptidos bioactivos no solubles a pH 4,6 que precipitaron junto a las caseínas, 
no formando parte de la fracción sérica. Sin embargo, en la mayor parte de las muestras 
(LM-1, LM-3, LM-5, LM-8 y LM-11), la actividad inhibitoria de la ACE del extracto 
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soluble en agua fue superior al de la solución de leche de partida. Esta mayor actividad 
pudo ser debida a una disminución de volumen y el consecuente incremento de la 
concentración de los péptidos bioactivos en la fracción sérica. Otra de las posibles razones 
de este comportamiento pudo ser la interacción de algunos componentes de la leche 
maternizada de origen, que, durante el método de determinación de la actividad inhibitoria 
de la ACE, fueron extraídos con el acetato de etilo y que pudieron afectar a la medida 
espectofotométrica, dando lugar a un valor de porcentaje de inhibición inferior al real 
(efecto matriz). 
 
Para las muestras LM-1 y LM-7, en las que los porcentajes de inhibición fueron 
superiores al 85%, se determinó el valor del IC50 en la solución acuosa de las mismas que 
fue de 81,4 y 101,3 µg/mL, respectivamente. 
 
3.3.3.    Actividad inhibitoria de la ACE en quesos frescos y mousses de quesos 
frescos 
 
De manera similar a los productos lácteos anteriores, la fracción sérica de las 
muestras de quesos frescos y de mousses de quesos frescos se preparó siguiendo el método 
detallado en el apartado 2.3.2. En esta fracción se determinó el contenido de nitrógeno 
total, amínico y peptídico, así como la actividad inhibitoria de la ACE, cuyos resultados se 
muestran en la Tabla 21.  
 
Tabla 21. Actividad inhibitoria de la ACE (%), nitrógeno total, amínico y peptídico del 
extracto soluble en agua de los quesos frescos (QF) y de las mousses de quesos 
frescos (M) 
 
Muestra  
IACE  
(%) 
Ntotal 
(mg/100g) 
Namínico 
(mg/100g) 
Npeptídico 
(mg/100g) 
QF-1 49,7 ± 1,3 244,5 ± 0,7 1,8 ± 0,04 242,2 
QF-2 59,8 ± 3,3 536,5 ± 5 2,2 ± 0,04 533,8 
M-1 74,4 ± 4,2 98 ± 1,4 1,1 ± 0,08 97,0 
M-2 78,8 ± 2,9 128,5 ± 0,7 1,5 ± 0,11 126,5 
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Los porcentajes de actividad en las muestras de los quesos frescos QF-1 y QF-2 
fueron del 50 y del 60%, respectivamente. Estos resultados fueron superiores al 12% 
descrito por Meisel y col., (1997) para un queso fresco. Incluso, otros autores han referido 
la necesidad del proceso de maduración en la formación de péptidos inhibidores de la 
ACE, describiendo la ausencia de estos péptidos en quesos no maduros, como el Cottage 
(Okamoto y col., 1995). La discrepancia entre los resultados pudo deberse al tipo de cuajo 
o de cultivo iniciador empleados durante la elaboración de los quesos frescos, que en 
nuestras muestras permitieron la liberación de péptidos bioactivos y solubles a pH 4,6. El 
mayor porcentaje de inhibición de la ACE, así como el mayor contenido de nitrógeno 
peptídico determinados en el queso fresco QF-2, pudo deberse a la acción de los fermentos 
lácticos adicionados a este producto (Lb. reuteri, según etiquetado) conjuntamente con la 
acción del cuajo.  
 
Al relacionar el porcentaje de inhibición de la ACE y el contenido de nitrógeno 
peptídico (Figura 30) pudo advertirse un comportamiento muy similar entre las dos 
muestras de mousses de quesos frescos. Ambas muestras M-1 y M-2 presentaron un 
porcentaje de inhibición del 74 y del 79% y un contenido de nitrógeno peptídico de 97 y 
127 mg/100g, respectivamente. Probablemente, la acción del cuajo, junto a la de los 
fermentos lácticos empleados en la elaboración de este tipo de productos lácteos permitió 
la liberación, a partir de las caseínas de péptidos de elevada actividad inhibitoria de la 
ACE.  
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Figura 30. Relación entre la actividad inhibitoria de la ACE (%) y el contenido de 
nitrógeno peptídico (mg/100 g) del extracto soluble en agua de los quesos 
frescos y de las mousses de quesos frescos 
 
 
A modo de ejemplo, en la Figura 31 se muestran los cromatogramas obtenidos 
mediante RP-HPLC para la muestra de queso fresco QF-2 y para la mousse de queso 
fresco M-1, observándose claramente las diferencias entre ambas muestras. En el 
cromatograma correspondiente a la muestra de queso fresco se identificaron los picos de 
las proteínas mayoritarias del suero, β-Lg y α-La, con tiempos de retención de 60 y 55 
minutos, respectivamente y con una señal de absorbancia elevada. Además, la alta 
intensidad de otros picos, que presentaron tiempos de retención en el intervalo entre 30 y 
50 minutos confirmaron el alto valor del contenido de nitrógeno peptídico determinado en 
los análisis anteriores (Tabla 21). De manera similar, el menor contenido de péptidos 
presentes en el extracto soluble en agua de la mousse de queso fresco se puso de manifiesto 
en el análisis cromatográfico de dicho extracto, en el cual se observaron gran variedad de 
picos, con tiempos de retención en el rango entre 10 y 50 minutos, pero cuya señal de 
absorbancia fue poco intensa. Igualmente, las proteínas del suero se encontraban en menor 
concentración, fundamentalmente la β-Lg, cuyo pico era prácticamente imperceptible en el 
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Figura 31. Cromatogramas de los extractos solubles en agua del (a) queso fresco QF-2 y 
(b) mousse de queso fresco M-1, obtenidos mediante RP-HPLC 
 
 
β-Lg α-La 
 
Resultados y Discusión 
 167
cromatograma, lo que indicó probablemente la aplicación de un tratamiento térmico 
intenso de la leche de partida. 
 
3.3.4.     Simulación de la digestión gastrointestinal de productos lácteos fermentados 
y de leches maternizadas 
 
En esta parte del trabajo se ha llevado a cabo el estudio de las variaciones de la 
actividad inhibitoria de la ACE en dos productos lácteos fermentados y en dos leches 
maternizadas, tras la simulación de las condiciones de hidrólisis en el tracto 
gastrointestinal. 
 
Previamente, y con el objetivo de confirmar la eficacia de las condiciones 
enzimáticas seleccionadas (apartado 2.3.6.), se estudió el efecto de dichas condiciones 
sobre la β-Lg AB bovina y sobre el CMP. La simulación de la digestión sobre la β-Lg se 
empleó como control positivo del proceso, ya que se sabe que esta proteína de suero es 
sensible a la acción de las proteasas gastrointestinales, como la tripsina y la quimotripsina 
(Schmidt y Poll, 1991; Otte y col., 1997). Sin embargo, Chabance y col., (1998) habían 
detectado la presencia de CMP en el plasma de humanos adultos tras la ingestión de leche 
o yogur, lo que pone de manifiesto la resistencia de este macropéptido al paso por el tracto 
gastrointestinal, así como la absorción a través de la barrera intestinal. Por lo tanto, se 
pretendía emplear la simulación de las condiciones de hidrólisis sobre el CMP como 
control negativo de dicha simulación. El proceso de hidrólisis se siguió mediante RP-
HPLC, siguiendo el método descrito en el apartado 2.3.5.  
 
La β-Lg bovina resistió la acción de la pepsina, de modo que tras la incubación 
durante 90 minutos con esta enzima, un 53% de la β-Lg permaneció inalterada. La 
resistencia de la β-Lg bovina a la pepsina había sido descrita por distintos autores, bajo 
diferentes condiciones de hidrólisis (Schmidt y Poll, 1991; Otte y col., 1997). Esta 
resistencia a la pepsina se debe, tanto a la presencia de dos enlaces disulfuro 
intramoleculares que incrementan la estabilidad de la β-Lg (Reddy y col., 1988), como a la 
presencia de enlaces peptídicos teóricamente susceptibles a la acción de la pepsina, pero 
ocultos en la estructura nativa de la proteína y por lo tanto inaccesibles a dicha enzima 
(Dalgalarrondo y col., 1993). Sin embargo, la acción de la Corolasa PP durante 30 minutos 
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provocó la hidrólisis del 90% de la β-Lg que había permanecido intacta tras la incubación 
con pepsina y esta proteína desapareció totalmente tras los 90 minutos adicionales de 
hidrólisis por la Corolasa PP. Esta actividad de la Corolasa PP sobre la β-Lg era esperable 
ya que la tripsina y la quimotripsina son capaces de hidrolizar la β-Lg (apartado 3.1.2.). 
Estos resultados preliminares determinaron la eficacia de las condiciones enzimáticas 
seleccionadas. 
 
Tras la acción de la pepsina durante 90 minutos, el CMP ya se había hidrolizado 
totalmente. La susceptibilidad del CMP a la pepsina a pH ácido había sido descrita por 
Shammet y col., (1992). Estos mismos autores habían referido que esta sensibilidad del 
CMP, no mostrada al pH normal de la leche, se debía al cambio en la distribución de las 
cargas y a la reducción en la repulsión electrostática, que mejoraban la unión del CMP a la 
pepsina. El proceso de hidrólisis de los fragmentos liberados tras la acción de la pepsina 
prosiguió con la incubación durante 2 horas con la Corolasa PP. Las tres Lys sensibles a la 
tripsina y los aminoácidos susceptibles a la quimotripsina, presentes en la secuencia del 
CMP (Shammet y col. 1992), permitieron su posterior hidrólisis. En el cromatograma 
correspondiente a las 2 horas de hidrólisis con Corolasa PP, se puso de manifiesto el 
incremento de la señal de absorbancia de los péptidos de mayor hidrofilia, con tiempos de 
retención entre 0 y 30 minutos. Por lo tanto, las condiciones seleccionadas provocaron la 
hidrólisis del CMP, por lo que la presencia de este péptido en el plasma descrita por 
Chabance y col., (1998) pudo deberse, bien a las interacciones con otros componentes de la 
dieta que impidieron su degradación o bien a su absorción, antes de sufrir el ataque 
enzimático. 
 
A pesar de que los resultados tras la digestión del CMP no fueron los esperados, las 
condiciones enzimáticas habían sido empleadas de manera satisfactoria por Alting y col., 
(1997) para simular la digestión gastrointestinal de la BSA, por lo que optamos por 
emplear dicho método para la simulación de la digestión de los productos lácteos 
fermentados y de las leches maternizadas. 
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3.3.4.1.  Simulación de la digestión gastrointestinal de productos lácteos 
fermentados 
 
De los quince productos lácteos fermentados analizados en el apartado 2.3.1., se 
seleccionaron dos de ellos, LF-5 y LF-8, para comprobar si el proceso de digestión influía 
en su actividad inhibitoria de la ACE. Estos dos productos pertenecían, por su relación 
entre el porcentaje de inhibición y el contenido de nitrógeno peptídico, al segundo grupo 
de productos lácteos fermentados descrito en dicho apartado. Sin embargo, ambas muestras 
presentaron comportamientos diferentes, y así, la muestra LM-5 presentó un bajo 
contenido en péptidos, pero que poseían una elevada actividad. Sin embargo, la muestra 
LM-8 presentó una actividad inhibitoria de la ACE muy baja a pesar de la mayor 
concentración peptídica. La consistencia líquida fue otro de los factores determinantes en 
la elección de estos dos productos, ya que favorecería el proceso de dispersión en el medio 
de digestión. 
 
La simulación de la digestión se llevó a cabo siguiendo el método descrito en el 
apartado 2.3.6. Se determinó la actividad inhibitoria de la ACE en la solución acuosa de los 
productos lácteos fermentados y en los hidrolizados obtenidos tras la acción de la pepsina 
durante 90 minutos y de la Corolasa PP durante 30 minutos, 2 y 4 horas (Figura 32).  
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
             
 
Figura 32. Evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con la hidrólisis digestiva de 
los productos lácteos fermentados LF-5 y LF-8 
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Los porcentajes de inhibición de la ACE de las dos muestras LF-5 y LF-8 sin 
hidrolizar fueron similares, del 38% y 31%, respectivamente. Tras la hidrólisis con la 
pepsina durante 90 minutos, se observó un notable incremento de la actividad, 
alcanzándose valores superiores al 74% en ambas muestras. La incubación con pepsina 
llevada a cabo tras la fermentación de una muestra de leche UHT con Lactobacillus GG 
había sido empleada de manera satisfactoria en el aislamiento de secuencias peptídicas con 
actividad inhibitoria de la ACE (Rokka y col., 1997). Además, en estudios in vivo se ha 
descrito la liberación de péptidos bioactivos durante los primeros 30 minutos de hidrólisis 
digestiva con pepsina (Daniel y col., 1993). Los péptidos responsables de la actividad 
inhibitoria de la ACE determinada en los hidrolizados pépticos pudieron originarse tras la 
acción de dicha enzima sobre las caseínas, la α-La o sobre los péptidos inicialmente 
formados durante el proceso de fermentación de la leche. La susceptibilidad de las caseínas 
a la pepsina había sido descrita por Sakai y col., (2000), que observaron la desaparición de 
las bandas electroforéticas correspondientes a todas las caseínas tras la incubación de estas 
proteínas con pepsina durante 30 minutos. De manera similar, la α-La se ha descrito como 
una proteína susceptible a la acción de esta enzima gástrica, aunque el proceso de hidrólisis 
se produce de manera más gradual (Schmidt y van Marwijk, 1993). Por el contrario, la β-
Lg es resistente a la acción de la pepsina, observándose un alto porcentaje del pico de esta 
proteína en el cromatograma correspondiente al hidrolizado tras 90 minutos de incubación 
con la enzima gástrica.  
 
Los hidrolizados de los productos lácteos fermentados obtenidos tras la acción de la 
Corolasa PP presentaron porcentajes de inhibición inferiores a los obtenidos en los 
hidrolizados con pepsina. Este descenso tuvo lugar de manera gradual para la leche 
fermentada LF-5, alcanzando el 56% a las 4 horas de incubación, valor superior al del 
producto lácteo previo a la hidrólisis. Para la muestra LF-8, el descenso fue más acusado, 
por lo que el porcentaje de inhibición de la ACE a las 4 horas de acción de la Corolasa PP 
fue del 34%, similar al del producto inicial. Como conclusión se puede destacar que tras la 
simulación gastrointestinal de estos dos productos lácteos fermentados, el porcentaje de 
inhibición de la ACE aumenta (LF-5) o se mantiene a niveles similares a los encontrados 
en el producto intacto (LF-8). 
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Lógicamente, era de esperar que los péptidos responsables de la actividad 
inhibitoria de la ACE fueran distintos y de menor tamaño en el producto hidrolizado que 
en el producto intacto. Distintos autores han descrito como responsables de la actividad 
inhibitoria de la ACE las fracciones peptídicas de pequeño tamaño liberadas durante la 
hidrólisis de las proteínas lácteas (Mullally y col., 1997b; Pihlanto-Leppälä y col., 2000). 
Con el objetivo de confirmar estos resultados, se obtuvo mediante ultrafiltración la 
fracción inferior a 3000 Da a partir de dichos hidrolizados. Para ello, se siguió el método 
descrito en el apartado 2.3.6. En esta fracción se determinó el contenido de nitrógeno total, 
amínico y peptídico, así como la actividad inhibitoria de la ACE, obteniéndose los 
resultados que se muestran en la Tabla 22.  
 
 
 
Tabla 22. Actividad inhibitoria de la ACE (%), nitrógeno total, amínico y peptídico 
(mg/100g) de la fracción inferior a 3000 Da de los hidrolizados digestivos de 
los productos lácteos fermentados LF-5 y LF-8 
 
Muestra Enzima Tiempo  (min) 
Nº 
muestra
IACE  
(%) 
Ntotal 
(mg/100g)
Namínico 
(mg/100g) 
Npeptídico 
(mg/100g)
Inicial 0 1 59,9 ± 1,0 7,8 ± 0,4 0,5 ± 0,1 7,3 
Pepsina 90 2 76,0 ± 4,4 22,0 ± 0 1,3 ± 0,2 20,7 
Corolasa PP 30 3 71,3 ± 5,5 56,5 ± 0,7 6,3 ± 0,4 50,2 
Corolasa PP 120 4 71,4 ± 3,9 52,5 ± 3,5 7,0 ± 0,4  45,5 
 
 
LF-5 
Corolasa PP 240 5 66,4 ± 1,7 63,0 ± 0 9,3 ± 0,1 53,7 
Inicial 0 I 54,2 ± 4,4 9,8 ± 0,4 0,3 ± 0 9,5 
Pepsina 90 II 80,4 ± 1,2 33,0 ± 1,4 0,9 ± 0,1 32,1 
Corolasa PP 30 III 75,0 ± 4,5 72,5 ± 0,7 7,1 ± 0 65,4 
Corolasa PP 120 IV 70,8 ± 1,2 67,0 ± 1,4 7,1 ± 0,03 59,9 
 
 
LF-8 
Corolasa PP 240 V 58,8 ± 5,1 95,5 ± 3,5 9,6 ± 0 85,9 
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Además la evolución de la actividad inhibitoria de la ACE frente al contenido en 
nitrógeno peptídico de estos hidrolizados se muestra en la Figura 33.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Evolución, durante el proceso de digestión gastrointestinal, de la actividad 
inhibitoria de la ACE  con respecto al nitrógeno peptídico en la fracción menor 
de 3000 Da obtenida a partir de los productos lácteos fermentados LF-5 y LF-
8. La muestra correspondiente al número de la figura se detalla en la Tabla 22. 
 
 
Para ambos productos lácteos fermentados se observó un comportamiento 
semejante durante el proceso de digestión gastrointestinal. En la fracción menor de 3000 
Da de los productos sin digerir, la actividad inhibitoria de la ACE fue similar, con valores 
del 60 y del 54%, para los productos LF-5 y LF-8, respectivamente. De manera análoga, el 
contenido de peptídico en ambas fracciones fue muy parecido, de 7,3 y 9,5 mg/100 g, 
respectivamente. Se observó un notable aumento de la actividad inhibitoria de la ACE en 
dicha fracción, alcanzando valores superiores al 75% tras la digestión con pepsina, lo que 
indicó la potente contribución a la actividad inhibitoria de la ACE de los péptidos de 
pequeño tamaño (<3000 Da).  
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El comportamiento de esta fracción de pequeño tamaño tras la acción de la 
Corolasa PP, también fue similar a lo observado en el hidrolizado total. Se observó un 
descenso del porcentaje de inhibición de la ACE y un destacado incremento del contenido 
de péptidos de pequeño tamaño con el avance de la simulación gastrointestinal. El 
descenso de la actividad fue mucho más acusado para el producto LF-8, cuyo contenido de 
nitrógeno peptídico aumentó también de manera más señalada. La digestión de los dos 
productos lácteos fermentados condujo, por tanto, a la liberación de péptidos de pequeño 
tamaño, presentes en la fracción menor a 3000 Da, cuya actividad inhibitoria de la ACE 
fue ligeramente superior a la determinada en la fracción del producto previo a la digestión. 
Estos péptidos de menor tamaño y que se originan por la acción de las enzimas 
gastrointestinales podrían ser absorbidos a través del tracto gastrointestinal para ejercer su 
actividad antihipertensiva in vivo. Para confirmar este aspecto sería necesario realizar 
estudios con animales de experimentación.  
 
3.3.4.2.     Simulación de la digestión gastrointestinal de leches maternizadas 
 
De manera análoga a los productos lácteos fermentados y con el propósito de 
estudiar las variaciones en la actividad inhibitoria de la ACE, se seleccionaron dos de las 
once leches maternizadas analizadas en el apartado 2.3.2. (LF-1 y LF-7), para llevar a cabo 
la simulación de las condiciones del tracto gastrointestinal de los neonatos. El distinto 
comportamiento de estas muestras en cuanto al perfil cromatográfico y la actividad 
inhibitoria de la ACE, debido a su diferente composición fue el factor condicionante en la 
elección de dichas muestras. 
 
La simulación de la digestión se realizó de manera similar a la de los productos 
lácteos fermentados, ajustando el pH de acción de la pepsina hasta 3,5, asemejando el 
mayor pH existente en el estómago de los recién nacidos (Mason, 1962). Se determinó el 
porcentaje de inhibición de la ACE en la solución acuosa de las dos leches maternizadas, 
previa a la hidrólisis y en los hidrolizados obtenidos tras la acción de la pepsina durante 90 
minutos y de la Corolasa PP durante 30 minutos, 2 y 4 horas. Los resultados se muestran 
en la Figura 34.  
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Figura 34. Evolución de la actividad inhibitoria de la ACE con la hidrólisis digestiva de 
las leches maternizadas LM-1 y LM-7 
 
 
Como ya se había comprobado, la muestra LM-1 no presentó actividad inhibitoria 
de la ACE, a diferencia de la muestra LM-7, cuyo porcentaje de inhibición fue del 79%. 
Tras la incubación con pepsina durante 90 minutos, se observó un importante incremento 
de la actividad en la muestra LM-1, hasta el 64,5%. Se ha comprobado que al pH empleado 
en la digestión, la pepsina actúa de manera óptima sobre todas las caseínas (Mason, 1962), 
lo que permitiría la liberación de péptidos inhibidores de la ACE. Además, la pepsina 
podría actuar sobre la α-La y sobre el CMP, cuya presencia se había comprobado mediante 
el análisis cromatográfico de la fracción sérica (Figura 28), suponiendo estas proteínas una 
fuente adicional de péptidos inhibidores de la ACE.  
 
Tras la incubación con la Corolasa PP, el porcentaje de inhibición de la ACE se 
mantuvo constante con respecto al del hidrolizado por pepsina, con valores en el intervalo 
entre el 55 y el 60%, lo que supuso unos valores notablemente mayores al determinado en 
el producto sin digerir. Por lo tanto, pudo confirmarse la eficacia del proceso de digestión 
gastrointestinal de esta fórmula infantil para la liberación de secuencias peptídicas 
inhibidoras de la ACE. 
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Por otra parte, la acción de las enzima gastrointestinales sobre la muestra LM-7 no 
supuso una modificación destacada en el porcentaje de inhibición con respecto al del 
producto sin digerir. Esto pudo deberse a la resistencia de los fragmentos responsables de 
la actividad a la acción de estas enzimas.  
 
De manera análoga a los productos lácteos fermentados y para confirmar que la 
actividad inhibitoria de la ACE era debida fundamentalmente a péptidos de pequeño 
tamaño, se obtuvo mediante ultrafiltración la fracción inferior a 3000 Da a partir de las dos 
muestras de leches maternizadas y de sus hidrolizados digestivos, siguiendo el método 
detallado en el apartado 2.3.6. Los resultados obtenidos del contenido de nitrógeno total, 
amínico y peptídico y de la actividad inhibitoria de la ACE de la fracción menor de 3000 
Da se muestran en la Tabla 23.  
 
 
Tabla 23. Actividad inhibitoria de la ACE (%), nitrógeno total, amínico y peptídico 
(mg/100g) de la fracción inferior a 3000 Da de los hidrolizados digestivos de 
las leches maternizadas LM-1 y LM-7 
 
Muestra Enzima Tiempo  (min) 
Nº 
muestra
IACE  
(%) 
Ntotal 
(mg/100g)
Namínico 
(mg/100g) 
Npeptídico 
(mg/100g)
Inicial 0 1 28,8 ± 6,1 6,2 ± 0,4 0,01 ± 0 6,2 
Pepsina 90 2 81,5 ± 2,2 20,0 ± 0 0,3 ± 0,01 19,7 
Corolasa PP 30 3 74,5 ± 0 58,5 ± 0,7 8,5 ± 1,0 50,0 
Corolasa PP 120 4 71,2 ± 5,0 61,5 ± 2,1 11,1 ± 0,7 50,4 
 
 
LM-1 
Corolasa PP 240 5 69,1 ± 2,1 80,0 ± 1,4 12,2 ± 0 67,8 
Inicial 0 I 77,4 ± 1,2 52,4 ± 0,1 4,3 ± 0,6 48,1 
Pepsina 90 II 87,7 ± 0,2 61,0 ± 1,4 5,1 ± 0,2 55,9 
Corolasa PP 30 III 90,3 ± 0,4 65,0 ± 0 8,3 ± 0,3 56,7 
Corolasa PP 120 IV 86,9 ± 3,3 78,0 ± 1,4 11,3 ± 0,6 66,7 
 
 
LM-7 
Corolasa PP 240 V 82,6 ± 1,3 72,5 ± 0,7 12,0 ± 0,01 60,5 
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Además, la evolución de la actividad inhibitoria de la ACE frente al contenido en 
nitrógeno peptídico de estos hidrolizados se muestra en la Figura 35.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Evolución, durante el proceso de digestión gastrointestinal, de la actividad 
inhibitoria de la ACE  con respecto al nitrógeno peptídico en la fracción menor 
de 3000 Da obtenida a partir de las leches maternizadas LM-1 y LM-7. La 
muestra correspondiente al número de la figura se detalla en la Tabla 23. 
 
 
Teniendo en cuenta la evolución durante la digestión de la relación entre la 
actividad inhibitoria de la ACE y el contenido de nitrógeno peptídico de la fracción menor 
de 3000 Da en las dos fórmulas infantiles estudiadas, pudieron observarse importantes 
diferencias. En el producto sin digerir, tanto el porcentaje de inhibición como el contenido 
de nitrógeno peptídico fueron muy distintos en las dos leches maternizadas. El bajo 
contenido de péptidos de pequeño tamaño presentes en la fracción obtenida a partir de la 
muestra LM-1 determinó la baja actividad inhibitoria de la ACE detectada. Sin embargo, 
ya se ha comprobado que el proceso de hidrólisis de las proteínas de suero, llevado a cabo 
durante la obtención de la leche LM-7 favoreció la liberación de péptidos de pequeño 
tamaño y alta actividad. 
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Tras la hidrólisis con pepsina, en ambas muestras se observó un incremento, tanto 
en la actividad inhibitoria de la ACE como en el contenido peptídico, siendo este aumento 
más notable en la leche maternizada LM-1. Este mayor aumento se debió a la acción de la 
enzima gástrica sobre las proteínas presentes en dicha fórmula. Por el contrario, 
posiblemente, el menor número de enlaces susceptibles a la acción de la pepsina de los 
péptidos ya presentes en la muestra LM-7 sin digerir, dio lugar a menores diferencias tanto 
respecto al nitrógeno peptídico como a la actividad inhibitoria de la ACE.  
 
La acción de la Corolasa PP provocó, en ambas leches maternizadas, un ligero 
descenso de la actividad inhibitoria de la ACE. Sin embargo, se pudieron detectar 
diferencias entre ambas fórmulas en cuanto al incremento en el contenido peptídico. Así, 
en la muestra LM-1, la acción de la tripsina y la quimotripsina provocaron la liberación de 
un gran número de péptidos de pequeño tamaño, por lo que se observó un destacado 
incremento del nitrógeno peptídico. En la muestra LM-7, al igual que ocurrió con la 
pepsina, los péptidos liberados durante su elaboración, no presentaron muchos enlaces 
susceptibles a la acción de la Corolasa PP, por lo que el aumento del contenido peptídico 
fue inferior. 
 
Los resultados obtenidos durante la simulación de la digestión gastrointestinal de 
las leches maternizadas indicaron que la actividad inhibitoria de la ACE de la fracción 
menor de 3000 Da obtenida a partir de dichas leches tras el proceso completo de digestión 
fue notablemente superior a la de la fracción obtenida a partir de los productos sin 
hidrolizar.  
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3.3.5.   Aislamiento de péptidos inhibidores de la ACE en un producto lácteo 
fermentado 
 
Con el objetivo de aislar y caracterizar los péptidos responsables de la actividad 
inhibitoria de la ACE en los productos lácteos comerciales, se seleccionó uno de estos 
productos, la leche fermentada líquida LF-5. Esta selección se basó en la mayor actividad 
inhibitoria de la ACE detectada para este producto en comparación con el resto de los 
productos lácteos fermentados elaborados con leche de vaca (apartado 3.3.1.). Además, la 
persistencia de la actividad tras la simulación de la digestión gastrointestinal de este 
producto fue otro de los criterios en la elección de dicho producto para llevar a cabo la 
identificación de los péptidos liberados durante el proceso de fermentación y con actividad 
inhibitoria de la ACE.   
 
Para comprobar si los péptidos de pequeño tamaño eran los responsables de la 
actividad inhibitoria de la ACE determinada en este producto lácteo fermentado se 
obtuvieron, siguiendo el método descrito en el apartado 2.3.7., la fracción sérica y los 
permeados inferiores a 10000 y 3000 Da, mediante ultrafiltración por membrana. En estas 
fracciones se determinó el nitrógeno total, mediante el método Kjeldahl, el nitrógeno 
amínico por el método de la ninhidrina-cadmio y el porcentaje de inhibición de la ACE. 
Los resultados se muestran en la Tabla 24.  
 
 
Tabla 24. Actividad inhibitoria de la ACE (%), nitrógeno total, amínico y peptídico y 
relación entre la actividad y el nitrógeno peptídico del extracto soluble en agua 
y de las fracciones menores de 10000 y 3000 Da de la muestra LF-5 
 
Muestra  
IACE  
(%) 
Ntotal 
(mg/100g) 
Namínico 
(mg/100g) 
Npeptídico 
(mg/100g) 
Extracto 74,3 47,0 2,1 44,9 
f<10000 Da 74,5 49,0 2,0 47,0 
f<3000 Da 74,9 31,0 2,3 28,7 
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El contenido de nitrógeno total de la fracción sérica obtenida mediante el método 
detallado en el apartado 3.3.7. fue mayor (47 mg/100 g) al contenido de nitrógeno total 
determinado en la fracción sérica obtenida tras un proceso de centrifugación más intenso 
(41 mg/100 g; Tabla 19). El contenido de nitrógeno total en la fracción menor de 10000 Da 
fue similar al contenido de la fracción sérica, lo que pudo deberse al bajo contenido en 
proteínas de suero en la fracción sérica de esta muestra, lo que ya se había observado 
mediante RP-HPLC. 
 
El nitrógeno total de la fracción menor de 3000 Da representó un 66% del nitrógeno 
total de la fracción sérica, lo que puso de manifiesto el alto contenido de fragmentos de 
pequeño tamaño presentes en este producto lácteo fermentado y originados durante la 
fermentación de la leche. Los aminoácidos, debido a su menor tamaño fueron extraídos 
tanto en la ultrafiltración con membranas de 10000 Da como a través de las membranas de 
3000 Da, por lo que el contenido fue similar en el suero y en los dos permeados. También, 
el porcentaje de inhibición de la ACE fue similar en la fracción sérica y en los dos 
permeados obtenidos a partir de ella. Sin embargo, la relación entre este porcentaje y el 
contenido de nitrógeno peptídico fue superior en la fracción menor de 3000 Da (2,6) que 
en el suero (1,7) y la fracción menor de 10000 Da (1,6). Estos resultados determinaron que 
los responsables fundamentales de la actividad inhibitoria de la ACE en la leche 
fermentada LF-5 fueron los péptidos de pequeño tamaño. De manera similar, Mullally y 
col., (1997b) y Pihlanto-Leppälä y col., (2000) habían determinado la mayor actividad en 
las fracciones inferiores a 3000 y 1000 Da obtenidas a partir de los hidrolizados de las 
proteínas de suero. 
 
Sin embargo, al ser similares los porcentajes de inhibición de la ACE en la fracción 
sérica y en las permados inferiores a 10000 y 3000 Da y para evitar la pérdida de algún 
péptido de mayor tamaño con actividad inhibitoria de la ACE durante el proceso de 
ultrafiltración, se optó por emplear la fracción sérica para llevar a cabo el aislamiento y la 
caracterización de las fracciones peptídicas responsables de dicha actividad. Previamente, 
y con el objetivo de purificar dicha fracción se eliminaron los azúcares mediante un 
proceso de extracción en fase sólida, descrito en el apartado 2.3.7. En esta fracción sérica 
purificada se determinó la concentración proteica mediante microanálisis y la actividad 
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inhibitoria de la ACE, obteniéndose un valor del 77% de proteína y un valor de IC50 de 
145,5 µg de proteína/mL. 
 
Para llevar a cabo el aislamiento y la caracterización de los péptidos con actividad 
inhibitoria de la ACE, la fracción sérica se fraccionó mediante RP-HPLC a escala 
preparativa, siguiendo el método descrito en el apartado 2.3.7. En la Figura 36 se muestra 
el cromatograma obtenido tras este análisis cromatográfico, observándose los picos 
correspondientes a los péptidos liberados durante la fermentación de la leche, con tiempos 
de retención entre 0 y 100 minutos. Se recogieron 10 fracciones, enumeradas en el 
cromatograma del 1 al 10, en intervalos de 10 minutos cada una de ellas. En cada una de 
estas fracciones, liofilizadas y redisueltas en un volumen de agua destilada 10 veces 
menor, se determinó el contenido peptídico, mediante el método del BCA y la actividad 
inhibitoria de la ACE.  
 
La relación entre el porcentaje de inhibición de la ACE y el contenido peptídico de 
cada una de las fracciones se muestra en la Figura 37. Se observaron importantes 
diferencias entre las diez fracciones recogidas. Las fracciones enumeradas como F-1, F-5, 
F-6 y F-7 fueron las que presentaron mayores valores de inhibición de la ACE con respecto 
al contenido de nitrógeno peptídico, superiores al 60%. Sin embargo, en las fracciones que 
eluyeron al final del análisis cromatográfico y en la fracción F-3 la actividad inhibitoria de 
la ACE fue menor, no superando la relación con el contenido peptídico el valor del 35%. 
La menor actividad inhibitoria de la ACE detectada en las fracciones F-8, F-9 y F-10 pudo 
ser debida al mayor tamaño de los péptidos presentes en dichas fracciones. 
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Figura 36. Cromatograma de la fracción sérica del producto lácteo fermentado LF-5, obtenido mediante RP-HPLC preparativo.      
Se enumeran las fracciones recogidas para su posterior análisis
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Figura 37. Relación entre el porcentaje de inhibición de la ACE y el contenido de péptidos 
de las fracciones obtenidas a partir del suero del producto lácteo fermentado 
LF-5  
 
 
La fracción 1, por su mayor actividad inhibitoria de la ACE fue seleccionada para 
llevar a cabo la caracterización de los péptidos responsables de esta actividad. Esta 
fracción fue analizada mediante HPLC-ESI-MS, siguiendo el método descrito en el 
apartado 2.3.7. En la Figura 38 se muestra el espectro de masas de dicha fracción, así como 
el cromatograma de iones totales de varias subfracciones. Se observaron 9 subfracciones 
que se han enumerado del 1 al 9 en el espectro de masas de dicha figura. Los iones 
moleculares detectados, así como los fragmentos derivados de las caseínas, cuyas masas 
podrían corresponder a dichos iones se muestran en la Tabla 25.  
 
Los patrones de los tri-péptidos VPP e IPP, descritos en la bibliografía como los 
péptidos antihipertensivos más potentes aislados a partir de una leche fermentada, fueron 
analizados mediante HPLC-ESI-MS, empleando las mismas condiciones cromatográficas. 
Al llevar a cabo la extracción de iones en el cromatograma de la fracción 1 pudo 
observarse el ión (312,1) correspondiente al péptido VPP en la subfracción 6 (Figura 38). 
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Figura 38. Espectro de masas de la fracción 1 del suero de la leche fermentada LF-5 y cromatograma de iones    
totales de las subfracciones 1, 5 y 6
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Tabla 25. Masa molecular, secuencia peptídica y fragmento de los péptidos presentes en la fracción 1 aislada a partir del suero del 
producto lácteo fermentado LF-5 (n.d., secuencia o fragmento no determinado) 
 
Nº Fracción Masa observada Masa calculadaa Secuencia peptídica Fragmento 
1 657,9 --- n.d n.d. 
2 628,1 --- n.d. n.d. 
3 164,9 164,9 F --- 
4 253 253,3 GPV 
PR 
--- 
--- 
5 218,9 
 
 
 
219,1 NS 
 
 
SN 
αs1-CN f(74-75), f(114-115), f(190-191) 
αs2-CN f(134-135) 
β-CN f(68-69) 
κ-CN A y B f(80-81) 
6 311,1 311,2 VPP β-CN f(84-86) 
7 337,1 337,2 RY αs1-CN f(90-91) 
β-CN f(170-171), f(205-206) 
κ-CN A y B f(34-35) 
8 144 
183,9 
--- 
--- 
n.d. 
n.d. 
n.d. 
n.d. 
9 449 --- n.d. n.d. 
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El producto LF-5 estaba elaborado con los fermentos del yogur y Lactobacillus casei. 
Debido a la acción prioritaria de Lactobacillus casei sobre la β-CN (Kunji y col., 1996), el 
péptido VPP, fragmento f(84-86) podría liberarse tras la acción de esta cepa bacteriana y 
formar parte de la leche fermentada LF-5. Al determinar el valor del IC50 del patrón de 
VPP se obtuvo un valor de 3,4 µM. Este péptido, por lo tanto, podría ser el responsable de 
la alta actividad inhibitoria de la ACE determinada en la fracción 1 (82%) aislada a partir 
del suero de la leche fermentada LF-5. Nakamura y col., (1995) habían aislado los tri-
péptidos VPP e IPP a partir de una leche fermentada con Lactobacillus helveticus y 
Saccharomyces cerevisiae, determinando el IC50 cuyo valor fue de 9 y 5 µM, 
respectivamente. Sin embargo, en el cromatograma de la fracción 1 no pudo observarse el 
ión (326) correspondiente al tri-péptido IPP. 
 
En las fracciones 1 y 2 aparecieron dos iones moleculares, de 658,9 y 629,1, 
respectivamente, que podrían corresponder a varios fragmentos derivados de las diferentes 
caseínas. Debido al alto número de fragmentos cuya masa correspondería a estos iones 
moleculares, no fue posible identificar los péptidos presentes en cada una de estas 
fracciones. Era necesario llevar a cabo un nuevo análisis mediante MS-MS para identificar 
los péptidos. Sin embargo, fue posible determinar las secuencias peptídicas 
correspondientes a los iones moleculares identificados en las subfracciones 5 y 7, de 219,9 
y 338,1. Estos fragmentos fueron NS o SN (219,1) y RY (337,2), presentes en la secuencia 
de todas las caseínas. 
  
Por lo tanto, con estos resultados podríamos indicar que la elevada actividad 
inhibitoria de la ACE determinada en la fracción 1 aislada a partir del suero de la leche 
fermentada LF-5 se deba probablemente a la presencia del tri-péptido VPP. Sería necesaria 
la caracterización mediante MS/MS del resto de los péptidos constituyentes de esta 
fracción 1, para poder confirmar la contribución de los mismos en la actividad inhibitoria 
de la ACE. Además, la caracterización de las fracciones F-5, F-6 y F-7, aisladas a partir del 
suero del producto fermentado y cuya actividad inhibitoria de la ACE fue notable, 
permitiría la identificación de nuevos péptidos liberados durante el proceso de 
fermentación y contribuyentes en la actividad determinada en dicho suero.  
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La identificación de péptidos inhibidores de la ACE liberados en el proceso de 
fermentación de la leche, así como la persistencia de la actividad tras la digestión 
gastrointestinal permitirían el empleo de este producto lácteo fermentado como alimento 
funcional, encaminado a la prevención de la hipertensión. Previamente, serían necesarios 
ensayos tanto en animales de experimentación como en humanos que confirmaran la 
capacidad antihipertensiva in vivo de esta leche fermentada 
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3.4.  PREPARACIÓN DE LECHES FERMENTADAS CON ACTIVIDAD 
INHIBITORIA DE LA ACE 
 
En esta parte del trabajo se ha llevado a cabo el estudio de la actividad inhibitoria 
de la ACE en muestras de leche y de concentrados de proteínas de suero fermentados en el 
laboratorio con distintas cepas de bacterias lácticas. 
 
Inicialmente y con el fin de estudiar el comportamiento de cada una de las siete 
cepas que se emplearon en la fermentación de la leche y del concentrado de proteínas de 
suero, se llevaron a cabo las curvas de crecimiento de dichas cepas en el medio de cultivo 
adecuado para cada una de ellas. Para ello, se determinó la absorbancia de la suspensión 
bacteriana a los distintos tiempos de incubación. A modo de ejemplo, en la Figura 39 se 
muestra la curva de crecimiento correspondiente a la cepa de Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Absorbancia con respecto al tiempo de incubación de Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus en medio MRS líquido 
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En todas las curvas se observaron las tres etapas características del crecimiento 
microbiano, variando la duración de cada una de ellas, según la especie y la cepa. En la 
Figura 39 se observó una primera fase, durante las primeras 8 horas de incubación de 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, en la que el incremento de la absorbancia no 
fue notable. Esta fase también se puso de manifiesto durante la incubación del resto de las 
cepas bacterianas, con una duración variable entre las 5 horas para Lactobacillus 
rhamnosus y las 9 horas para Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus y 
Streptococcus thermophilus. Los valores de absorbancia durante esta fase fueron inferiores 
a 0,3 para todas las cepas estudiadas. La duración de la fase de crecimiento exponencial o 
logarítmico y el valor máximo de absorbancia alcanzado varió en función de la cepa 
bacteriana. Así, Lactobacillus rhamnosus y Streptococcus thermophilus fueron las cepas 
con mayor velocidad de crecimiento, alcanzando los valores máximos de absorbancia a las 
16 horas, siendo estos valores de 3,0 y de 0,6, respectivamente. Para el resto de las cepas el 
crecimiento no fue tan rápido, por lo que fueron necesarias 24 horas para alcanzar los 
valores máximos de absorbancia. Para Streptococcus thermophilus, pudo observarse, tras 
una primera fase estacionaria, una segunda fase de crecimiento exponencial, alcanzando 
valores de absorbancia de 1,0 a las 32 horas.   
 
La fase estacionaria fue claramente visible a partir de las 22-24 horas de incubación 
en el medio de cultivo de Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckki subsp. bulgaricus, 
mostrado en la Figura 39 y Lactobacillus johnosonii. 
  
Con la medida de absorbancia se determinó tanto la población microbiana viable 
como la no viable, obteniendo resultados dependientes del tamaño y de las características 
estructurales de las colonias, que podrían dar lugar a conclusiones erróneas a la hora de 
preparar el inóculo para la elaboración de las leches fermentadas. Por ello, se determinó  la 
población bacteriana viable haciendo un recuento del número de colonias en medio sólido 
a los distintos tiempos de incubación. Para todas las cepas se obtuvieron valores finales en 
la fase estacionaria de 108 ufc/mL, variando, en función de la cepa, el tiempo necesario 
para alcanzar este valor. Esta cantidad se consideró suficiente como inóculo a emplear para 
llevar a cabo la fermentación de la leche y del concentrado de proteínas de suero.  
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El estudio de la morfología de las colonias, así como la detección de la presencia de 
microorganismos contaminantes se llevó a cabo siguiendo el método de microscopía óptica 
detallado en el apartado 2.4.2. En la Figura 40 se muestran las fotografías tomadas de las 
colonias de Lactobacillus casei y de Streptococcus thermophilus. Las diferencias entre las 
bacterias pertenecientes a estos dos géneros fueron muy notables, y acordes a lo esperado. 
Los bacilos pertenecientes a la especie Lactobacillus casei eran largos, con bordes 
redondeados y con tendencia a formar largas cadenas, lo que pudo observarse en la 
fotografía (Figura 40.a). Sin embargo, los cocos pertenecientes a la especie Streptococcus 
thermophilus presentaron formas esféricas u ovoides que formaban, desde parejas hasta 
largas cadenas (Figura 40.b). Los cultivos obtenidos fueron puros, no observándose 
microorganismos contaminantes en los cultivos de las cepas de bacterias lácticas 
seleccionadas en medio sólido. 
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Figura 40. Microfotografías de microscopia óptica interferencial de Nomarsky, de cepas 
de (a) Lactobacillus casei y (b) Streptococcus thermophilus 
(a) 
(b) 
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3.4.1.     Fermentación de leche UHT 
 
La muestra de leche UHT desnatada no presentó actividad inhibitoria de la ACE, lo 
que ya se había comprobado en el apartado 3.3.1. Debido al tratamiento de esterilización al 
que había sido sometida dicha muestra de leche, tras la incubación durante 72 horas a 37ºC 
no se observó crecimiento bacteriano ni fúngico en las placas de agar.  
 
Con el propósito de elaborar distintas leches fermentadas, la muestra de leche UHT 
fue inoculada con las siete cepas de bacterias lácticas anteriormente descritas, siguiendo el 
método detallado en el apartado 2.4.3. En cada una de las alícuotas de la leche fermentada 
con cada cepa bacteriana tomadas a los distintos tiempos de incubación, se determinó el 
pH y la actividad inhibitoria de la ACE y se llevó a cabo el recuento del número de 
ufc/mL.  
 
En la Figura 41 se muestran los valores de pH, log ufc/mL y del porcentaje de 
inhibición de la ACE a los distintos tiempos de incubación de las muestras de leche 
fermentada con Lactobacillus plantarum (41.a), Lactobacillus helveticus (41.b), 
Lactobacillus rhamnosus (41.c) y Lactobacillus casei (41.d). El porcentaje de inhibición de 
la ACE fue determinado en el suero obtenido a partir de estas leches fermentadas, 
siguiendo el método descrito en el apartado 2.4.4. Debido al proceso de conversión de la 
lactosa en ácido láctico, primer papel desempeñado por las bacterias lácticas durante el 
proceso de fermentación, se produjo el descenso del pH. Se observó que durante las 6 
primeras horas de fermentación con estas cuatro cepas, este descenso fue poco acusado, 
obteniéndose valores de pH en el intervalo entre 6,3 y 6,5. Al llevar a cabo el recuento del 
número de colonias tras estas primeras 6 horas, no se observó una variación notable con 
respecto al número de ufc/mL inicial. Este período correspondería a la fase de latencia de 
los microorganismos, durante la cual las células se adaptaron al nuevo medio y sintetizaron 
las enzimas necesarias para la fase de crecimiento exponencial.  
 
La fase de crecimiento logarítmico ya pudo observarse en las siguientes 18 horas de 
incubación de la leche, principalmente con las cepas de Lactobacillus rhamnosus y 
Lactobacillus casei, alcanzándose valores de 108-109 ufc/mL. La mayor velocidad de 
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Figura 41. pH, log ufc/mL y actividad inhibitoria de la ACE (%) con respecto al tiempo de 
incubación de (a) Lb. plantarum, (b) Lb. helveticus, (c) Lb. rhamnosus y (d) Lb. 
casei en leche UHT 
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crecimiento de estas cepas ya había sido observada en el medio MRS. Además, durante 
este tiempo el descenso del pH fue muy acusado, hasta valores de 4,2 y 4,95 para la leche 
fermentada con Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus casei, respectivamente. A estos 
valores de pH, próximos al punto isoeléctrico de las caseínas, se produjo la precipitación 
de estas proteínas y la consecuente coagulación de la leche. Por el contrario, fueron 
necesarias 48 horas de fermentación de la leche con Lactobacillus plantarum y 
Lactobacillus helveticus para observarse la coagulación de la leche, además de un recuento 
de colonias de 108 y 109 ufc/mL, respectivamente. El crecimiento de estas cuatro cepas de 
bacterias lácticas se mantuvo constante durante las últimas 24 horas del estudio, lo que 
indicó el comienzo de la fase estacionaria. 
 
En la fracción sérica de las muestras de leche UHT fermentada con las distintas 
cepas bacterianas y a los distintos tiempos de incubación se determinó la actividad 
inhibitoria de la ACE. Para todas las cepas, el mayor porcentaje de inhibición de la ACE se 
determinó en el suero obtenido de la leche fermentada durante 48-72 horas. Probablemente 
este tiempo de incubación fue necesario para la liberación de aminoácidos libres y 
péptidos, siendo éstos últimos los responsables de la actividad inhibitoria de la ACE.  
 
En los sueros obtenidos a partir de las muestras de leche fermentada con 
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei, los porcentajes de inhibición de la ACE  
fueron inferiores al 30%, lo que determinó la baja actividad de los péptidos liberados  
durante el proceso de fermentación de la leche con estas cepas bacterianas. Sin embargo, la 
fermentación de la leche con las cepas de Lactobacillus helveticus y Lactobacillus 
rhamnosus permitió la formación, tras 72 horas de incubación, de péptidos inhibidores de 
la ACE, responsables del 39,3 y del 45,4% de inhibición, respectivamente. Nakamura y 
col., (1995) habían descrito valores de inhibición de la ACE superiores en un producto 
obtenido tras la fermentación de la leche con la cepa de Lactobacillus helveticus CPN4 y la 
levadura Saccharomyces cerevisiae. Esta mayor actividad descrita por estos autores pudo 
deberse a la mayor actividad proteolítica de la cepa empleada y/o a la acción combinada 
con las proteasas de la cepa de levadura.  
 
Los resultados de pH, log ufc/mL y del porcentaje de inhibición de la ACE de la 
leche UHT fermentada con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus 
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johnosonii y Streptococcus thermophilus se muestran en la Figura 42. Los resultados de pH 
fueron similares a los obtenidos con las cuatro cepas anteriores, aunque durante las 
primeras 6 horas de incubación con Streptococcus thermophilus el descenso del pH y el 
incremento del número de ufc/mL fue más acusado. Sin embargo, el crecimiento 
exponencial de Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus y de Lactobacillus johnosonii se 
produjo en el intervalo entre las 6 y las 24 horas de incubación, alcanzándose valores de 
1010 ufc/mL en la muestra de leche fermentada con Lactobacillus johnosonii. A partir de 
las 24 horas de incubación comenzó, para todas las cepas, la fase estacionaria. 
 
Los porcentajes de inhibición de la ACE de los sueros de las muestras de leche 
fermentada con estas tres cepas fueron muy bajos. Esto probablemente se debió a la 
ausencia de péptidos bioactivos liberados tras la acción de las enzimas proteolíticas de 
estas bacterias sobre las caseínas. Sin embargo, Gobbetti y col., (2000) habían descrito 
porcentajes de inhibición próximos al 70% en algunas fracciones peptídicas aisladas por 
RP-FPLC a partir de una muestra de leche UHT fermentada con Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus SS1. Estas diferencias pudieron deberse a la mayor actividad proteolítica 
o a la distinta especificidad de las enzimas de la cepa bacteriana empleada por estos 
autores. Se confirma, por tanto, la influencia de la cepa de las bacterias lácticas sobre la 
concentración y bioactividad de los péptidos formados durante la fermentación de la leche 
(Matar y Goulet, 1996). 
 
3.4.2.     Fermentación de un concentrado de proteínas de suero 
 
En el concentrado de proteínas de suero, obtenido a partir de un suero de quesería 
dulce mediante un proceso de ultrafiltración en el laboratorio, se determinó el contenido 
proteico, mediante el método Kjeldahl, que fue del 34,8% (p/p) y el contenido en lactosa, 
mediante cromatografía de gases, que fue del 43,7% (p/p). El concentrado de proteínas de 
suero se disolvió en el tampón fosfato hasta conseguir una concentración final de proteína 
del 3,5% (p/p) y de lactosa del 4,5% (p/p). Además se aplicó un tratamiento térmico de 
85ºC durante 5 minutos con el fin de eliminar los microorganismos contaminantes. El pH 
de esta solución fue de 6,55 y el porcentaje de inhibición de la ACE del 21,7%, lo que puso 
de manifiesto la presencia de compuestos con actividad inhibitoria de la ACE. Como ya se 
ha demostrado en el apartado 3.1.3., las proteínas séricas no presentan dicha actividad, por 
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Figura 42. pH, log ufc/mL y actividad inhibitoria de la ACE (%) con respecto al tiempo de 
incubación de (a) Lb. delbruekii subsp. bulgaricus, (b) Lb. johnosonii y (c) St. 
thermophilus en leche UHT 
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lo que el porcentaje de inhibición observado pudo deberse a la presencia de otros 
componentes en el suero de quesería como el CMP u otros fragmentos peptídicos 
procedentes de la hidrólisis de las caseínas que pudieron liberarse rápidamente durante la 
preparación de la cuajada. 
 
Se llevó a cabo la inoculación del suero con las siete cepas de bacterias lácticas 
anteriores, siguiendo el mismo método empleado en la fermentación de la leche. Los 
valores de pH, del log ufc/mL y del porcentaje de inhibición de la ACE en las muestras de 
concentrado de proteínas de suero fermentado con Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 
helveticus, Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus casei se muestran en la Figura 43. El 
contenido en lactosa presente en este concentrado proteico permitió su empleo por las 
bacterias lácticas y la consecuente formación de ácido láctico, responsable del descenso del 
pH. Este descenso fue muy acusado durante las primeras 24 horas de incubación, 
alcanzándose valores de pH desde 4 a 4,6, excepto en el suero inoculado con Lactobacillus 
plantarum, en el cual el pH fue de 5,21. Tras las siguientes horas de fermentación, el pH 
continuó descendiendo hasta valores inferiores a 4 en todos los sueros fermentados, 
excepto en el obtenido tras la acción de Lactobacillus plantarum. La fase de crecimiento 
exponencial se produjo durante las primeras 24 horas, obteniéndose un número de 108 
ufc/mL en el suero fermentado con Lactobacillus helveticus, de 109 ufc/mL en el suero 
inoculado con Lactobacillus plantarum y Lactobacillus rhamnosus y de 1010 ufc/mL en el 
concentrado de proteínas de suero fermentado con Lactobacillus casei. Durante esta etapa 
de crecimiento logarítmico las bacterias lácticas pudieron emplear, como fuente de 
nitrógeno los aminoácidos libres y/o los péptidos presentes en el suero. A partir de las 48 
horas, el crecimiento de Lactobacillus helveticus se mantuvo constante y el de las otras tres 
cepas estudiadas descendió, observándose por tanto, la fase estacionaria y la fase de muerte 
bacteriana. 
 
Los porcentajes de inhibición de la ACE se incrementaron ligeramente con respecto 
al determinado en el suero sin inocular, obteniéndose valores en el rango entre el 35 y el 
42%, excepto en el suero inoculado con Lactobacillus casei, en el cual la actividad no 
varió. Durante la fase estacionaria  los valores de inhibición se mantuvieron o aumentaron 
ligeramente, excepto en el concentrado inoculado con Lactobacillus plantarum, en el cual 
la máxima actividad (42,2%) se presentó en la muestra tomada a las 48 horas de 
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Figura 43. pH, log ufc/mL y actividad inhibitoria de la ACE (%) con respecto al tiempo de 
incubación de (a) Lb. plantarum, (b) Lb. helveticus, (c) Lb. rhamnosus y (d) Lb. 
casei en concentrado de proteínas de suero 
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fermentación. El ligero incremento de la actividad tras los procesos de lisis celular pudo 
deberse a la liberación de las enzimas peptidásicas al medio, las cuales accedieron más 
fácilmente a los péptidos presentes en el suero, liberándose péptidos inhibidores de la 
ACE. 
 
En la Figura 44 se muestran los valores de pH, log ufc/mL y del porcentaje de 
inhibición de la ACE de las muestras de concentrados de proteínas de suero fermentados 
con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus johnosonii y Streptococcus 
thermophilus a los distintos tiempos de incubación. A diferencia de las cepas anteriormente 
estudiadas, el crecimiento fue más lento, por lo que fueron necesarias 48 horas para 
obtener valores de pH de 4,5-4,6 y un número de 108-1010 ufc/mL. A partir de este tiempo 
de incubación se observó la fase estacionaria, con un descenso ligero del número de 
ufc/mL.  
 
Los porcentajes de inhibición de la ACE de los sueros fermentados con 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus a las 24 horas se 
mantuvieron constantes con respecto al de suero sin inocular, descendiendo notablemente a 
tiempos posteriores. Este descenso pudo deberse a la hidrólisis por parte de los 
microorganismos de los péptidos bioactivos previamente formados. Este consumo de los 
péptidos y el consecuente y brusco descenso de la actividad inhibitoria de la ACE pudo 
observarse en el suero fermentado con Lactobacillus johnosonii tras las primeras 24 horas 
de incubación.  
 
Los resultados de actividad no fueron tan destacados como los obtenidos por otros 
autores, lo que pudo deberse bien a la distinta actividad y especificidad de las enzimas de 
las cepas empleadas, así como a la acción conjunta de cepas bacterianas y de levaduras. 
Por lo tanto, en un futuro, nuestro trabajo se centrará en la fermentación de leche con las 
cepas de bacterias lácticas que permitieron obtener los mejores resultados de actividad 
inhibitoria de la ACE, en combinación con distintas cepas de levaduras. 
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Figura 44. pH, log ufc/mL y actividad inhibitoria de la ACE (%) con respecto al tiempo de 
incubación de (a) Lb. delbruecki subsp. bulgaricus, (b) Lb. johnosonii y (c) St. 
thermophilus en concentrado de proteínas de suero 
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La memoria que se presenta constituye una aportación original en los siguientes 
aspectos: 
 
1. Se ha comprobado que los hidrolizados de β-Lg ovina y caprina con proteinasa K y 
termolisina presentan mayor actividad inhibitoria de la ACE (menor valor de IC50) 
que los hidrolizados con tripsina y quimotripsina. Así mismo, se ha comprobado la 
mayor actividad en los hidrolizados preparados a partir de la β-Lg ovina de suero 
dulce con respecto a los obtenidos a partir de la proteína de suero ácido, debido 
probablemente a la contribución en la actividad de los péptidos derivados del CMP. 
 
2. Se han aislado e identificado cuatro péptidos con actividad inhibitoria de la ACE a 
partir del hidrolizado de β-Lg caprina con termolisina. Dos de estos péptidos, de 
secuencia LLF y LQKW no habían sido descritos anteriormente y presentaron 
potente actividad inhibitoria de la ACE. 
 
3. Del estudio de la hidrólisis de la β-Lg bovina con termolisina en condiciones 
desnaturalizantes, se ha comprobado que la temperatura de incubación influye en la 
conformación de la proteína y en la consecuente acción enzimática sobre esta 
proteína. Se han identificado tres péptidos que se forman a temperaturas iguales o 
superiores a 50ºC, pero no se originan si la incubación se lleva a cabo a 37ºC. 
Además, se han identificado cinco secuencias peptídicas derivadas de la β-Lg, que 
si bien se forman a 37ºC, la velocidad de hidrólisis se incrementa al aumentar la 
temperatura de incubación. 
 
4. Del estudio de los productos lácteos fermentados comerciales, se ha comprobado 
que el yogur y el kefir, elaborados con leche de cabra y los productos tipo mousse, 
procedentes de queso fresco, presentan mayor valor de la relación entre la actividad 
inhibitoria de la ACE y el nitrógeno peptídico. También se detectaron valores 
elevados de porcentaje de inhibición de la ACE en aquellas leches maternizadas 
comerciales que habían sido elaboradas con proteínas lácteas hidrolizadas. 
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5. Se ha comprobado que la simulación de la digestión gastrointestinal de los 
productos lácteos fermentados y de las leches maternizadas no modifica o 
incrementa la actividad inhibitoria de la ACE del producto sin digerir. Esto pone de 
manifiesto la resistencia de los péptidos bioactivos formados durante la elaboración 
de los productos y/o la formación de nuevos péptidos inhibidores de la ACE tras la 
acción de las enzimas digestivas. Estos péptidos son fundamentalmente de tamaño 
inferior a 3000 Da. 
 
6. Se han identificado, a partir de uno de los productos lácteos fermentados 
comerciales seleccionados en el estudio, varios fragmentos peptídicos derivados de 
las caseínas y entre ellos el péptido de secuencia VPP. Este tri-péptido se había 
descrito como uno de los péptidos de mayor actividad inhibitoria de la ACE in vitro 
y antihipertensiva in vivo. 
 
7. La fermentación de leche y de un concentrado de proteínas de suero con distintas 
cepas de bacterias lácticas ha permitido la obtención en el laboratorio de productos 
lácteos fermentados, cuyas características y actividad inhibitoria de la ACE 
dependen de la cepa bacteriana y de las condiciones del proceso de fermentación. 
Los valores más elevados de actividad inhibitoria de la ACE se han detectado en las 
muestras de leche fermentada con Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus 
helveticus. 
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